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Tl'tulo: VACUNA SUBUNITARIA CONTRA LA SEPTICEMIA HEMORRAGICA

@Resumen:

Vacuna subunitaria contra la septicemia hemorragica.
La presente invencion se refiere a una composicion
que comprende una proteina de unién a la
transferrina que comprende los aminoacidos 23 a 748
de la secuencia SEQ ID NO: 1 y una proteina que
confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis
gue comprende los aminoacidos 1 a 416 de la
secuencia SEQ ID NO: 2, o la combinacién de ambas
proteinas; asi como su uso como vacuna subunitaria
gque activa la respuesta inmunitaria contra la
septicemia hemorragica causada por bacterias
patégenas tales como: Vibrio vulnificus, Vibrio
harveyi, Photobacterium damselae subsp. damselae,
Vibrio parahaemolyticus y Aeromonas salmonicida.
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DESCRIPCION
VACUNA SUBUNITARIA CONTRA LA SEPTICEMIA HEMORRAGICA
SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se relaciona con vacunas subunitarias (acelulares) que contienen
componentes bacterianos que activan la respuesta inmunitaria de los animales
vacunados. En particular, la presente invencion se relaciona con vacunas subunitarias
que activan la respuesta inmunitaria contra la septicemia hemorragica causada por
bacterias patdégenas, en las que dichas vacunas comprenden una proteina
recombinante de unién a la transferrina, o una proteina recombinante que confiere

resistencia al complemento y a la fagocitosis, o la combinaciéon de ambas proteinas.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las especies de Vibrio y de Photobacterium son bacterias acuaticas que proliferan sobre
todo en ambientes calidos de salinidades variadas. En estos ambientes colonizan las
superficies mucosales y quitinosas de multiples especies de animales acuaticos que
solo infectan si presentan la dotacion genética adecuada. La probabilidad de infeccion
por especies de Vibrio y de Photobacterium aumenta exponencialmente si los animales
acuaticos se encuentran encerrados en piscifactorias, ambientes artificiales que facilitan
su proliferacion y el intercambio de genes de resistencia a antibidticos y de virulencia.
El calentamiento global, ademas, esta favoreciendo la proliferacion de las especies de
Vibrio y de Photobacterium en zonas costeras y su expansion geografica hacia los polos,

lo que redunda en un incremento de casos de Vibriosis y fotobacteriosis.

Tanto Vibrio vulnificus como Photobacterium damselae subsp. damselae (anteriormente
conocido como Vibrio damsela) son patdégenos con potencial zoonético y, por tanto,
pueden causar infecciones en seres humanos. Ademas, Vibrio vulnificus puede causar
una rapida muerte por septicemia hemorragica en todos sus hospedadores, incluido el
ser humano. Esto tiene especial relevancia para los trabajadores de las piscifactorias,
donde pueden producirse zoonosis y los trabajadores pueden infectarse por los

patdgenos presentes en los peces.

En especies de Vibrio y Photobacterium se dan fendmenos de transferencia genética

horizontal y de recombinacion. Entre los genes transferibles estan genes de virulencia
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que, al estar presentes en elementos genéticos moviles, pueden ser intercambiados

entre bacterias en los ambientes adecuados.

Vibrio vulnificus tiene genes de virulencia para peces en un plasmido transferible
denominado pVir. Los genes de virulencia de pVir no codifican toxinas sino un sistema
de resistencia a la inmunidad innata de, al menos, varias especies de teledsteos. El
sistema de resistencia, conocido como “kit de supervivencia en sangre”, consta de dos
proteinas de membrana externa que permiten a la bacteria resistir la accién bactericida
del complemento y la fagocitosis (Fpcrp, Fish phagocitosis and complement resistance
protein) y captar el hierro secuestrado por la transferrina del pez (Ftbp, Fish transferrin
binding protein) para multiplicarse en sangre. El “kit de supervivencia en sangre” esta
también presente en las especies patégenas Vibrio harveyiy Photobacterium damselae
subsp. damselae, ambos patégenos de peces de amplio espectro, y en Vibrio

parahaemolyticus y Aeromonas salmonicida.

Actualmente, la mayoria de las vacunas comerciales contra la Vibriosis (septicemia
hemorragica causada por vibrios) son convencionales, y consisten en bacterias
inactivadas por tratamientos fisicos o quimicos, o por combinacién de ambos
tratamientos. También se han desarrollado vacunas subunitarias contra la Vibriosis. Por
ejemplo, una vacuna basada en la maltoporina LamB para inmunizar peces cebra frente
a Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi y Vibrio mimicus (Lun et al. (2014)), y otra
formada por esporas de Bacillus subtilis modificadas genéticamente que presentan en
su superficie la porina OmpK de Vibrio parahaemolyticus, para inmunizar lubinas frente

Vibrio anguillarum'y Vibrio parahaemolyticus (Gongalves et al. (2022)).

Sin embargo, las vacunas subunitarias contra la Vibriosis descritas anteriormente estan
basadas en genes cromosdmicos y no en genes de virulencia transferibles. Ademas,
ninguna permite la inmunizacién multiple frente a Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi,
Photobacterium damselae subsp. damselae, Vibrio parahaemolyticus y Aeromonas

salmonicida.

Las piscifactorias son ambientes que aceleran los fendmenos de transferencia genética
horizontal y, en consecuencia, la evolucion de las especies patégenas, favoreciendo la
emergencia de nuevas variantes de una especie patégena por transferencia genética

horizontal del “kit de supervivencia en sangre”.
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Por tanto, existe la necesidad de desarrollar tratamientos de prevencion de septicemias
hemorragicas causadas por este tipo de bacterias patdgenas y de prevencién de la

transmisién de genes de virulencia entre bacterias.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

A efectos de la presente invencién, “vacuna subunitaria” se refiere a una vacuna acelular
que comprende uno o varios componentes bacterianos (antigenos), que desencadenan

la respuesta inmunitaria del animal vacunado.

A efectos de la presente invencién, “PelBLs+Ftbp E18-L741” se refiere a una proteina

de unidn a la transferrina de secuencia SEQ ID NO: 1.

A efectos de la presente invencion, “Fpcrp M52-Q465” se refiere a una proteina que

confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis de secuencia SEQ ID NO: 2.

El problema técnico a resolver consiste en proporcionar una composicién util como

vacuna subunitaria contra la septicemia hemorragica causada por bacterias patégenas.

La presente invencidén proporciona una composicion que comprende una proteina
seleccionada de entre una proteina de union a la transferrina que comprende los
aminoacidos 23 a 748 de la secuencia SEQ ID NO: 1 y una proteina que confiere
resistencia al complemento y a la fagocitosis que comprende los aminoacidos 1 a 416
de la secuencia SEQ ID NO: 2, o una combinacion de ambas proteinas. Estas proteinas
son expresadas in vivo por genes de virulencia transferibles que forman parte del
sistema de resistencia al sistema inmunitario conocido como “kit de supervivencia en
sangre”. El “kit de supervivencia en sangre” consta de dos proteinas de membrana
externa que permiten a la bacteria resistir la accidén bactericida del complemento y la
fagocitosis (Fpcrp, Fish phagocitosis and complement resistance protein) y captar el
hierro secuestrado por la transferrina del pez (Ftbp, Fish transferrin binding protein) para
multiplicarse en sangre. La composicion de la invencién es util como vacuna subunitaria
mutiespecie que activa la respuesta inmunitaria contra la septicemia hemorragica
causada por cualquier bacteria patdégena que haya adquirido dicho “kit de supervivencia

en sangre”. El “kit de supervivencia en sangre” esta presente en bacterias patdgenas
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tales como: Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi y Photobacterium damselae subsp.

damselae, Vibrio parahaemolyticus y Aeromonas salmonicida.

La presente invencién se refiere, por tanto, a vacunas subunitarias que contienen
componentes bacterianos del “kit de supervivencia en sangre de pez” y esto es relevante
porque, por un lado, dichas vacunas subunitarias protegen de la septicemia hemorragica
causada por todas las especies bacterianas que han adquirido los genes que las
codifican y, por otro, frenan los eventos de transferencia genética horizontal de estos

genes en las piscifactorias.

Los aminoacidos 23 a 748 de la secuencia SEQ ID NO: 1 de la proteina de unién a la
transferrina corresponden a un fragmento de dicha proteina que no tiene péptido senal

ni etiqueta de histidinas y que es plenamente funcional.

Los aminoacidos 1 a 416 de la secuencia SEQ ID NO: 2 de la proteina que confiere
resistencia al complemento y a la fagocitosis corresponden a un fragmento de dicha

proteina que no tiene etiqueta de histidinas y que es plenamente funcional.

Una ventaja de la composicién de la invencion es que su produccidén no requiere de
laboratorios de nivel de bioseguridad 2, dado que se prepara cultivando una cepa de
Escherichia coli modificada genéticamente que es de nivel de bioseguridad 1. Hasta el
momento, las empresas productoras solo fabrican autovacunas a demanda a partir de
cepas aisladas de peces con septicemia hemorragica, y todas las especies bacterianas
causantes de dicha septicemia son patégenos de nivel de bioseguridad 2 que requieren

instalaciones especiales para su manejo y cultivo.

Las ventajas de utilizar la proteina recombinante de union a la transferrina que
comprende los aminoacidos 23 a 748 de la secuencia SEQ ID NO: 1 como antigeno
vacunal son las siguientes: (i) es una proteina de membrana externa y, en consecuencia,
un antigeno de superficie expuesto a la interaccion con el sistema inmunitario; (ii) su
funcién es secuestrar el hierro de la transferrina férrica del pez para la multiplicacién de
la bacteria en sangre, proceso clave en septicemia. En consecuencia, su bloqueo por
anticuerpos no solo activa el complemento y la fagocitosis, sino que impide que la
bacteria crezca en sangre facilitando su eliminacion por el sistema inmunitario; (iii) tiene

un peso molecular alto y una estructura y composiciéon en aminoacidos que la hace muy
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inmundgena; y (iv) estad presente en las especies patégenas Vibrio vulnificus, Vibrio
harveyi, Photobacterium damselae subsp. damselae, Vibrio parahaemolyticus y
Aeromonas salmonicida, por lo que la vacuna basada en esta proteina es una vacuna

multiespecie.

Las ventajas de utilizar la proteina recombinante que confiere resistencia al
complemento y a la fagocitosis que comprende los aminoacidos 1 a 416 de la secuencia
SEQ ID NO: 2 como antigeno vacunal son las siguientes: (i) es una lipoproteina con un
anclaje lipidico a la membrana que, por su papel en la virulencia, debe estar expuesta
al exterior celular y es, en consecuencia, un antigeno de superficie expuesto a la
interaccion con el sistema inmunitario; (ii) su funcidon es proteger la bacteria de la
fagocitosis y la accion del complemento. En consecuencia, su bloqueo por anticuerpos
aumenta la eficacia de la fagocitosis y la accion del complemento sobre la bacteria,
facilitando la eliminacion de esta por el sistema inmunitario; (iii) tiene un peso molecular
alto y una estructura y composicion en aminoacidos que la hace muy inmunégena; y (iv)
estd presente en las especies patdgenas Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi,
Photobacterium damselae subsp. damselae, Vibrio parahaemolyticus y Aeromonas

salmonicida, por lo que la vacuna basada en esta proteina es una vacuna multiespecie.

En una realizacién preferente de la composicién de la invencién, la proteina de unién a
la transferrina comprende o consiste en los aminoacidos 23 a 754 de la secuencia SEQ
ID NO: 1. Los aminoacidos 23 a 754 de la secuencia SEQ ID NO: 1 de la proteina de
unién a la transferrina corresponden a un fragmento de dicha proteina que no tiene

péptido senal, que tiene etiqueta de histidinas, y que es plenamente funcional.

En otra realizacion preferente de la composicion de la invencion, que la proteina de
union a la transferrina comprende o consiste en los aminoacidos 1 a 748 de la secuencia
SEQ ID NO: 1. Los aminoacidos 1 a 748 de la secuencia SEQ ID NO: 1 de la proteina
de unioén a la transferrina corresponden a un fragmento de dicha proteina que tiene

péptido sefal, que no tiene etiqueta de histidinas, y que es plenamente funcional.

En otra realizacion preferente de la composicion de la invencién, la secuencia de la
proteina de union a la transferrina consiste en la secuencia SEQ ID NO: 1. La secuencia
SEQ ID NO: 1, de 754 aminoacidos, corresponde a una proteina que tiene péptido senal

y tiene etiqueta de histidinas, y que es plenamente funcional.
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En otra realizacion preferente, la composicion de la invencion comprende una proteina
de unidn a la transferrina que comprende los aminoacidos 23 a 754 de la secuencia
SEQ ID NO: 1. Mas preferentemente, la secuencia de la proteina de uniéon a la

transferrina consiste en la secuencia SEQ ID NO: 1.

En otra realizacion preferente de la composicion de la invencién, la secuencia de la
proteina que confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 2. La secuencia SEQ ID NO: 2, de 422 aminoacidos,
corresponde a una proteina que tiene etiqueta de histidinas, que es plenamente

funcional.

En otra realizacién preferente, la composicion de la invencion comprende una proteina
que confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis que comprende los
aminoacidos 1 a 416 de la secuencia SEQ ID NO: 2. Mas preferentemente, la secuencia
de la proteina que confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion preferente adicional, la composicion de la invencién comprende una
proteina seleccionada de entre una proteina de union a la transferrina que comprende
los aminoacidos 23 a 748 de la secuencia SEQ ID NO: 1 y una proteina que confiere
resistencia al complemento y a la fagocitosis que comprende los aminoacidos 1 a 416
de la secuencia SEQ ID NO: 2. Mas preferentemente, la proteina de unién a la
transferrina comprende los aminoacidos 23 a 754 de la secuencia SEQ ID NO: 1. Aun
mas preferentemente, la secuencia de la proteina de unién a la transferrina consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 1 y la secuencia de la proteina que confiere resistencia al

complemento y a la fagocitosis consiste en la secuencia SEQ ID NO: 2.

La composicion de la invencion tiene otra ventaja con respecto a las vacunas
convencionales y es que puede administrarse como complemento o adyuvante
especifico de vacunas monoespecie para mejorar su poder inmunégeno. La razén es
que la composicién de la invencién contiene antigenos que el patdégeno solo expresa in
vivo por lo que no estan presentes en las vacunas monoespecie, todas ellas compuestas

por bacterias cultivadas in vitro e inactivadas.
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La composicion de la invencion puede administrarse como dosis de refuerzo de una
vacuna monoespecie previamente administrada contra la septicemia hemorragica
causada por bacterias patdégenas, en la que dicha vacuna monoespecie previamente
administrada es distinta a la composicion vacunal de la presente invencion.
Preferentemente, dicha vacuna monoespecie previamente administrada contiene
bacterias inactivadas. La composicion de la invencién contiene antigenos que el
patdgeno solo expresa in vivo por lo que no estan presentes en las vacunas
monoespecie, las cuales se cultivan in vitro. Al administrase como dosis de refuerzo
activa una respuesta inmunitaria que no activa la vacuna monoespecie pero que

completa su accién y la hace mas eficaz.

La composicion de la invencion puede administrarse alternativamente como aditivo
inmunoestimulante, util para impedir o prevenir que cualquier bacteria patégena que
hubiera adquirido el “kit de supervivencia en sangre” pueda proliferar y transmitirlo, en
estrategias de prevencion de la transmision de genes de virulencia en las piscifactorias,
frenando el proceso de transferencia de genes de virulencia entre los peces. Esto es
especialmente relevante en las piscifactorias, donde se aceleran los procedimientos de
transferencia genética horizontal entre especies de Vibrio y Photobacterium,
favoreciendo la evolucién de los patégenos del género Vibrio y la aparicion de nuevas

variantes patdgenas.

En los ejemplos de la presente solicitud se han obtenido resultados en anguilas que
demuestran que las proteinas PelBLs+Ftbp E18-L741 y Fpcrp M52-Q465 confieren
inmunidad protectora frente a la Vibriosis producida por Vibrio vulnificus en anguilas.
Ademas de Vibrio vulnificus, que contiene el “kit de superviviencia en sangre”, la
composicion de la invencion es util como vacuna subunitaria que activa la respuesta
inmunitaria contra la septicemia hemorragica causada por cualquier bacteria patégena
que haya adquirido dicho “kit de supervivencia en sangre”, como Vibrio harveyi y
Photobacterium damselae subsp. damselae, Vibrio parahaemolyticus y Aeromonas
salmonicida. Debido a que el “kit de supervivencia en sangre” esta contenido en un
elemento genético movil y a la facilidad de las bacterias acuaticas de adquirir nuevo
material genético por transferencia horizontal, la transferencia de las proteinas Ftbp y

Fpcrp a otras muchas especies de bacterias es un evento altamente probable.
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En una realizacion preferente de la composicién de la invencion, la proteina o las
proteinas estan en forma de cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusién son
agregados de proteina que se forman espontaneamente en el citoplasma de Escherichia
coli, microorganismo utilizado en la expresion de la proteina o proteinas recombinantes.
La utilizacion de los cuerpos de inclusion que comprenden la proteina o proteinas
recombinantes de la invencién tiene las siguientes ventajas: (i) los cuerpos de inclusion
son inmunogenos, son resistentes a elevadas temperaturas y a pH acido y mantienen,
en dichas condiciones, su estructura, conformacién y tamano, por lo que son
compatibles con las condiciones de preparacién de los piensos animales por extrusion,
asi como con su transito por el sistema digestivo, lo que asegura su inmunogenicidad
tras su administracion en la dieta, lo que permite, a su vez, la extrusién de los cuerpos
de inclusién en piensos. La utilizacion de piensos facilita el trabajo de los piscicultores,
reduce el estrés en los animales durante la inmunizaciéon y reduce los riesgos de
infecciones de los trabajadores, asociadas a la manipulacion de peces o agua
contaminada, beneficio especialmente importante en el caso de Vibrio vulnificus y
Photobacterium damselae subsp. damselae, patégenos zoondticos peligrosos para la
salud publica y animal; (ii) el proceso de produccion de los cuerpos de inclusion es
sencillo, rentable, escalable y da lugar a una elevada cantidad de proteina; (iii) los
cuerpos de inclusién confieren proteccién utilizando bajas concentraciones de antigeno
(2,5 pg/g pez), permitiendo la inmunizacién de un numero elevado de peces por cada
lote de produccién de vacuna; y (iv) en el proceso de produccidn se obtienen otros
compuestos que se obtienen conjuntamente que actian de adyuvantes por lo que no es
necesaria la adicion de adyuvantes externos para potenciar la respuesta inmunitaria,

reduciendo asi los efectos adversos y el coste econémico de la vacuna.

En una realizacién preferente, la composicion de la invencién puede ademas
comprender al menos un adyuvante para mejorar su efecto protector. Ejemplos de
adyuvantes disponibles comercialmente son los siguientes: Montanide™ ISA 763A VG
y Montanide™ ISA 761 VG, ambos de SEPPIC.

La presente invencién también proporciona la composicion de la invencién para uso
como vacuna subunitaria que activa la respuesta inmunitaria contra la septicemia

hemorragica causada por bacterias patégenas.
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En una realizacion, la invencion se refiere al uso de la composicion de la invencion como
vacuna subunitaria que activa la respuesta inmunitaria contra la septicemia hemorragica

causada por bacterias patégenas.

En una realizacién, la invencién se refiere al método de prevencion para activar la
respuesta inmunitaria contra la septicemia hemorragica causada por bacterias
patdgenas en un animal, que comprende administrar una cantidad efectiva de la

composicion de la invencién a dicho animal. Preferentemente, dicho animal es un pez.

En una realizacion preferente de la composicion para uso de la invencion, la septicemia

hemorragica es de peces.

En otra realizacion preferente de la composicién para uso de la invencion, la bacteria
patdgena se selecciona del grupo que consiste en: Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi,
Photobacterium damselae subsp. damselae, Vibrio parahaemolyticus y Aeromonas

salmonicida.

En una realizacion mas preferente, la composicion de la invenciéon es para uso como
vacuna subunitaria multiespecie que activa la respuesta inmunitaria contra la septicemia
hemorragica causada por las bacterias patégenas Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi,
Photobacterium damselae subsp. damselae, Vibrio parahaemolyticus y Aeromonas

salmonicida.

En otra realizacion preferente de la composicion para uso de la invencion, el pez se

selecciona del grupo que consiste en: anguila, lubina, tilapia y rodaballo.

En otra realizacion preferente, la composicion de la invencion se administra por una via
seleccionada del grupo que consiste en: oral, intramuscular, intraperitoneal y por

inmersion.

En una realizacion mas preferente, la composicion de la invencién se administra por via

oral en 3 dosis. Mas preferentemente, dichas 3 dosis estan separadas 12 dias.

En otra realizacion preferente, la composicion para uso de la invencién se administra

como dosis de refuerzo de una vacuna monoespecie previamente administrada contra

10
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la septicemia hemorragica causada por bacterias patégenas, en la que dicha vacuna
previamente administrada es distinta a la composicién vacunal de la presente invencion.
Preferentemente, dicha vacuna monoespecie previamente administrada contiene
bacterias inactivadas. La composicion de la invencién contiene antigenos que el
patdgeno solo expresa in vivo por lo que no estan presentes en las vacunas
monoespecie, las cuales se cultivan in vitro. Al administrase como dosis de refuerzo
activa una respuesta inmunitaria que no activa la vacuna monoespecie pero que

completa su accién y la hace mas eficaz.

La presente invencién también proporciona la composicioén de la invencion para uso en

la prevencion de la transmision de genes de virulencia entre bacterias.

En otra realizacion, la composicién de la invencion es para uso como adyuvante en
combinacion con una vacuna contra la septicemia hemorragica causada por una

bacteria patégena.

La presente invencién también proporciona un pienso para peces que comprende una
proteina seleccionada de entre una proteina de union a la transferrina que comprende
los aminoacidos 23 a 748 de la secuencia SEQ ID NO: 1 y una proteina que confiere
resistencia al complemento y a la fagocitosis que comprende los aminoacidos 1 a 416

de la secuencia SEQ ID NO: 2, o una combinacién de ambas proteinas.

En una realizacién preferente del pienso de la invencion, la proteina de unién a la
transferrina comprende o consiste en los aminoacidos 23 a 754 de la secuencia SEQ ID
NO: 1.

En otra realizacion preferente del pienso de la invencién, la proteina de unién a la
transferrina comprende o consiste en los aminoacidos 1 a 748 de la secuencia SEQ ID

NO: 1.

En otra realizacion preferente del pienso de la invencién, la secuencia de la proteina de

union a la transferrina consiste en la secuencia SEQ ID NO: 1.

11
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En otra realizacion preferente del pienso de la invencién, la secuencia de la proteina
que confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 2.

En una realizacion preferente del pienso de la invencion, la proteina o proteinas estan

en forma de cuerpos de inclusion.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona una cepa de Escherichia coli
depositada en la coleccion de cultivos DSMZ con niumero de depésito DSM 35328, que
contiene un plasmido que comprende un gen que codifica para una proteina de unién a
la transferrina, en la que la secuencia de dicho gen es la secuencia SEQ ID NO: 3.

Preferentemente, la secuencia del plasmido es la secuencia SEQ ID NO: 5.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona una cepa de Escherichia coli
depositada en la coleccion de cultivos DSMZ con numero de depdsito DSM 35327, que
contiene un plasmido que comprende un gen que codifica para una proteina que
confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis, en la que la secuencia de dicho
gen es la secuencia SEQ ID NO: 4. Preferentemente, la secuencia del plasmido es la
secuencia SEQ ID NO: 6.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona un procedimiento de obtencién de
una proteina de union a la transferrina, que comprende:

(a) cultivar una cepa de Escherichia coli depositada en la coleccién de cultivos
DSMZ con numero de depésito DSM 35328, que contiene un plasmido que
comprende un gen que codifica para una proteina de union a la transferrina, en
la que la secuencia de dicho gen es la secuencia SEQ ID NO: 3, en un medio de
cultivo;

(b) anadir isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido e incubar la mezcla resultante
durante un tiempo entre 1y 6 horas;

(c) anadir fluoruro de fenilmetansulfonilo, lisozima y al menos un inhibidor de
proteasas al producto resultante de la etapa anterior e incubar la mezcla
resultante durante un tiempo entre 1y 4 horas; y

(d) centrifugar el producto obtenido en la etapa anterior; descartar el sobrenadante
y recoger el precipitado que contiene los cuerpos de inclusién que comprenden

la proteina de unién a la transferrina.
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En una realizacién preferente, la secuencia de la proteina de unién a la transferrina

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 1.

En una realizacion preferente, el tiempo de la etapa (b) es entre 2 y 4 horas. Mas

preferentemente, dicho tiempo es 2 0 4 horas.

En una realizacion preferente, el tiempo de la etapa (c) es entre 2 y 3 horas. Mas

preferentemente, dicho tiempo es 2 horas.

En una realizacién preferente, el procedimiento de la invencion ademas comprende las
siguientes etapas:
(e) sonicar el producto obtenido en la etapa (d);
(f) solubilizar con un agente desnaturalizante e incubar durante un tiempo entre 16
y 18 horas;
(g) sonicar el producto obtenido en la etapa (f); y
(h) someter el producto obtenido en la etapa anterior a una cromatografia de
afinidad a niquel, obteniendo asi una composicion que comprende la proteina de

union a la transferrina purificada.

En una realizacion preferente, el agente desnaturalizante es urea o guanidina.

Preferentemente, el agente desnaturalizante es guanidina a una concentracion 6 M.

En una realizacién preferente del procedimiento de la invencion, el medio de cultivo es

cualquier medio de cultivo apropiado tal como el medio de cultivo Luria-Bertani.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona un procedimiento de obtencién de
una proteina que confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis, que comprende:
(a) cultivar una cepa de Escherichia coli depositada en la coleccién de cultivos
DSMZ con numero de depédsito DSM 35327, que contiene un plasmido que
comprende un gen que codifica para una proteina que confiere resistencia al
complemento y a la fagocitosis, en la que la secuencia de dicho gen es la
secuencia SEQ ID NO: 4, en un medio de cultivo;
(b) anadir isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido e incubar la mezcla resultante

durante un tiempo entre 1y 6 horas;
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(c) anadir fluoruro de fenilmetansulfonilo, lisozima y al menos un inhibidor de
proteasas al producto resultante de la etapa anterior e incubar la mezcla
resultante durante un tiempo entre 1y 4 horas; y

(d) centrifugar el producto obtenido en la etapa anterior; descartar el sobrenadante
y recoger el precipitado que contiene los cuerpos de inclusién que comprenden

la proteina que confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis.

En una realizacién preferente, la secuencia de la proteina que confiere resistencia al

complemento y a la fagocitosis consiste en la secuencia SEQ ID NO: 2.

En una realizacion preferente, el tiempo de la etapa (b) es entre 2 y 4 horas. Mas

preferentemente, dicho tiempo es 4 horas.

En una realizacion preferente, el tiempo de la etapa (c) es entre 2 y 3 horas. Mas

preferentemente, dicho tiempo es 2 horas.

En una realizacién, el procedimiento de la invencion ademas comprende las siguientes
etapas:
(e) sonicar el producto obtenido en la etapa (d);
(f) solubilizar con un agente desnaturalizante e incubar durante un tiempo entre 16
y 18 horas;
(g) sonicar el producto obtenido en la etapa (f); y
(h) someter el producto obtenido en la etapa anterior a una cromatografia de
afinidad a niquel, obteniendo asi una composicion que comprende la proteina

que confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis purificada.

En una realizacion preferente, el agente desnaturalizante es urea o guanidina.

Preferentemente, el agente desnaturalizante es guanidina a una concentracion 6 M.

En una realizacién preferente del procedimiento de la invencion, el medio de cultivo es

cualquier medio de cultivo apropiado tal como el medio de cultivo Luria-Bertani.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, el término “‘comprende”, “que
comprende” y sus variantes no son de naturaleza limitativa y, por lo tanto, no pretenden

excluir otras caracteristicas técnicas. El término “comprende”, “que comprende” y sus
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variantes, a lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, incluye, especificamente,

LTS

el término “consiste en”, “que consiste en” y sus variantes.

Como se usa en esta descripcion y en las reivindicaciones, las formas singulares “el”,
“la” incluyen referencias a las formas plurales a menos que el contenido indique

claramente lo contrario.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Plasmido pET303_PelBLs+Ftbp E18-L741, que contiene un gen de resistencia
a ampicilina y el gen clonado es inducible mediante isopropil f-D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG). El plasmido genera la proteina recombinante PelBLs+Ftbp E18-L741, que

comprende una cola de histidinas en su extremo C-terminal.

Figura 2. Plasmido pET28a_Fpcrp M52-Q465, que contiene un gen de resistencia a
kanamicina y el gen clonado es inducible mediante IPTG. El plasmido genera la proteina
recombinante Fpcrp M52-Q465, que comprende una cola de histidinas en su extremo

C-terminal.

Figura 3. Evolucion en el tiempo de la respuesta inmunitaria de los animales
inmunizados con la proteina recombinante PelBLs+Ftbp E18-L741 + adyuvante
incompleto de Freund. El titulo de los anticuerpos se determind por ELISA indirecto,
tapizando las placas con proteina recombinante PelBLs+Ftbp E18-L741 y revelando con
una dilucién 1:2000 de suero de conejo anti-lgM de anguila y una dilucion 1:2000 de
suero de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano. Los valores de titulos

obtenidos se presentan como media * desviacion tipica de tres réplicas independientes.

Figura 4. Mortalidad en el tiempo de los grupos inmunizados con la proteina
recombinante PelBLs+Ftbp E18-L741 + adyuvante incompleto de Freund (AIF) y los

grupos no inmunizados (Tris y Tris+AIF).

Figura 5. Evolucion en el tiempo de la respuesta inmunitaria de los animales
inmunizados con la proteina recombinante Fpcrp M52-Q465 + adyuvante incompleto de
Freund. El titulo de los anticuerpos se determiné por ELISA indirecto, tapizando las
placas con la proteina Fpcrp M52-Q465 y revelando con una dilucion 1:2000 de suero

de conejo anti-IgM de anguila y una diluciéon 1:2000 de suero de cabra anti-conejo
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conjugado con peroxidasa de rabano. Los valores de titulos obtenidos se presentan

como media £ desviacion tipica de tres réplicas independientes.

Figura 6. Mortalidad en el tiempo de los grupos inmunizados con la proteina
recombinante Fpcrp M52-Q465 + adyuvante incompleto de Freund (AIF) y los grupos

no inmunizados (Tris y Tris+AIF).

Figura 7. Caracterizacion de los cuerpos de inclusion de la proteina Fpcrp M52-Q465
mediante microscopia electrénica de barrido de emisién de campo (A). Histogramas de
la distribucion de tamafios a pH neutro y temperatura ambiente (B) a pH 2, durante 3
horas (C) y a 100°C, durante 10 minutos (D).

Figura 8. Actividad lisozima del suero de las anguilas vacunadas con los cuerpos de
inclusion (Cl) de la proteina recombinante PelBLs+Ftbp E18-L741, anguilas a las que
se administraron cuerpos de inclusion (Cl) de la Proteina Roja Fluorescente iRFP
(proteina no inmunégena) y anguilas a las que se administré agua. La vacunacion con
los cuerpos de inclusidon de la proteina recombinante PelBLs+Ftbp E18-L741 dio lugar
a un aumento significativo de la actividad lisozima a los 50 dias del inicio del experimento

(26 dias post-inmunizacion completa). *Diferencias significativas p-valor < 0,05.

Figura 9. Actividad lisozima del suero de las anguilas vacunadas con los cuerpos de
inclusion (Cl) de la proteina recombinante Fpcrp M52-Q465, anguilas a las que se
administraron cuerpos de inclusion (Cl) de la Proteina Roja Fluorescente iRFP (proteina
no inmundgena) y anguilas a las que se administré agua. La vacunacion con los cuerpos
de inclusion de la proteina recombinante Fpcrp M52-Q465 dio lugar a un aumento
significativo de la actividad lisozima a los 50 dias del inicio del experimento (26 dias post

inmunizacion completa). *Diferencias significativas p-valor < 0,05.
DESCRIPCION DE MODOS DE REALIZACION
Ejemplo 1. Poder inmunégeno y protector de la proteina PelBLs+Ftbp E18-L741

Obtencidn vy purificacion

La secuencia génica de la proteina Ftbp de Vibrio vulnificus se analizé para seleccionar

el fragmento proteico a expresar y se seleccioné la secuencia nucleotidica que codifica
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para el fragmento E18-L741 de Ftbp. Se eliminé la secuencia nucleotidica que codifica
para el péptido sefal propio de Ftbp y se sustituyd por la secuencia nucleotidica que
codifica para el péptido senal PelB de Erwinia carotovora. La secuencia génica completa
se optimizd para su expresion en Escherichia coli. La secuencia génica resultante,

optimizada para su expresién en Escherichia coli, es la secuencia SEQ ID NO: 3.

La secuencia génica SEQ ID NO: 3 se sintetizé y clond en el plasmido de expresion
pET303_CT-His, obteniendo asi el plasmido pET303_PelBLs+Ftbp E18-L741 (Figura
1). El pladsmido pET303_PelBLs+Ftbp E18-L741 contiene un gen de resistencia a la
ampicilina (AmpR), el gen clonado esta sometido a expresién inducible por isopropil 3-
D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), y la proteina que se genera contiene una cola de
histidinas en su extremo C-terminal que sirve para su purificacion. La secuencia
aminoacidica de la proteina recombinante generada PelBLs+Ftbp E18-L741 es la
secuencia SEQ ID NO: 1.

El plasmido pET303_PelBLs+Ftbp E18-L741 se clond en la cepa Escherichia coli DH5a
quimiocompetente para su mantenimiento y posterior purificacion. El plasmido se
purifico para su clonaje en la cepa Escherichia coli BL21 (DE3) electrocompetente. La

cepa bacteriana transformada es el vector de expresion final.

La cepa bacteriana transformada se creci6é durante la noche a 37°C y 180 rpm. Se
realizé una dilucion 1:100 en 1 L de medio de cultivo Luria-Bertani y se incub6 a 37°C y
180 rpm hasta alcanzar una densidad o6ptica a 600 nm de aproximadamente 0,6. Se
anadio IPTG 0,5 mM y se incubo a 37°C durante 4 horas. El cultivo inducido se centrifugd
(4000 g, 30 minutos) y el precipitado se resuspendié en tampén Tris-HCI 50 mM, NacCl
300 mM, pH 8 y se congeld a -20°C. El cultivo se sonicé (3x30 segundos), se centrifugd
(350009, 20 minutos a 4°C) y el precipitado se someti6é a sonicacién (3x30 segundos),
centrifugacién (35000g, 20 minutos a 4°C) y resuspension en diferentes tampones, dos
en tampén Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, Triton 2%, urea 2 M, pH 8 y una en tampon
Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, Triton 2%, pH 8. La suspension se centrifugd de nuevo
y el precipitado se resuspendio en tampon Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, guanidina-
HCI 6 M, imidazol 5 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, pH 8, para la solubilizacion de los
cuerpos de inclusién. Una vez solubilizados, los cuerpos de inclusion se sonicaron (3x30
segundos) y se realizé la purificacion de la proteina PelBLs+Ftbp E18-L741 mediante

cromatografia de afinidad a niquel (columna de cromatografia de afinidad High Density
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Nickel 6BCL-QHNi-100, Agarose Bead Technologies). La solucién con los cuerpos de
inclusion se introdujo en la columna de cromatografia de afinidad para la unién de la
proteina, se realizaron dos lavados con tampén Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM,
guanidina-HCI 6 M, 2-mercaptoetanol 1 mM, imidazol 10 mM y finalmente se realiz6 la
elucion de la proteina PelBLs+Ftbp E18-L741 mediante concentraciones crecientes de
imidazol (50, 100, 200 y 400 mM). Tras la cromatografia de afinidad, la proteina
PelBLs+Ftbp E18-L741 se concentré (Vivaspin concentrator cutoff 30 kDa, Sartorius) y
se dializé (Spectra/Por® Dialysis Membrane cutoff 12-14 kDa, Spectrum laboratories)
frente a Tris-HCI 50 mM, pH 8, durante la noche. Por ultimo, se realizaron 3 ciclos de
centrifugacién (4000 g, 15 minutos a 4°C), resuspension en Tris-HCI 50 mM, pH 8 y

sonicacion (2x30 segundos) para su recuperacion y concentracion.

La pureza de la proteina se determin6 mediante SDS-PAGE y su concentracion se
determind mediante cuantificacién con el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(ThermoFisher Scientific) y semicuantificacion mediante SDS-PAGE vy tincién con

Coomassie.

Poder inmundégeno v protector

Se vacunaron anguilas (Anguilla anguilla) por inyeccion intraperitoneal (i.p.) con una
solucion de proteina purificada PelBLs+Ftbp E18-L741 (1 mg proteina/mL) mezclada

con adyuvante incompleto de Freund (AIF) en proporcién 1:1.

Vacunacién. 53 anguilas europeas se inyectaron i.p. con 2 dosis de vacuna separadas
12 dias de 0,1 mL/pez de PelBLs+Ftbp E18-L741 + AIF (0,0025 mg proteina/g de pez).
Se tomaron muestras a los 0, 12, 15, 22, 26 y 34 dias del inicio del ensayo. Un grupo
inmunizado uUnicamente con el adyuvante (Tris-HCI 50 mM + AIF, n = 13) y otro sin

inmunizar (Tris-HCI 50 mM, n = 13) fueron utilizados como controles.

Respuesta inmunitaria especifica. Se determiné el titulo de anticuerpos en el suero
de las anguilas mediante ELISA en placas de 96 pocillos Nunc F96 Maxisorp
(ThermoFisher Scientific). Las placas se tapizaron con 10 ng de proteina PelBLs+Ftbp
E18-L741. Se realizaron diluciones 1:2 seriadas de las muestras de suero de anguila.
La reaccion se revelé usando una dilucion 1:2000 de suero de conejo anti-IgM de anguila

y una dilucién 1:2000 de suero de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa de
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rabano (Bio-rad; niumero de catalogo 1721019). El titulo se establecié como la inversa
de la dilucion que alcanzaba un valor de absorbancia a 450 nm dos veces el del blanco

(albumina de suero bovino 0,1% en tampodn fosfato salino (PBS)).

Ensayo de infeccion. A los 22 dias post-inmunizacion (34 dias del inicio del ensayo)
se infectaron grupos de 13 anguilas por inmersién de 1 hora con la cepa de Vibrio
vulnificus CECT 4999 (dosis infecciosa = 5 x 10* ufc/mL). Se registré la mortalidad
diariamente durante un periodo de 10 dias, aunque la mortalidad en esta enfermedad
se concentra en los 3 primeros dias. Solo se considerd que la septicemia era debida a
Vibrio vulnificus si el patdégeno se recuperaba en cultivo puro a partir de érgano interno
del animal moribundo. El efecto protector conferido por la proteina adyuvantada se
valoré mediante el calculo del Porcentaje relativo de supervivencia (RPS) definido por

la Ecuacion 1:

RPS =1 — (% mortalidad peces vacunados/% mortalidad control) x 100

La inmunizacion de las anguilas con PelBLs+Ftbp E18-L741 + AIF activé la produccion
de anticuerpos especificos a lo largo del tiempo con un aumento significativo del titulo
(8.000) a los 10 dias post-inmunizacion (22 dias del inicio del ensayo), valor que se

mantuvo hasta el final del experimento (Figura 3).

Los animales inmunizados mostraron una clara reduccién de la mortalidad con respecto
a los no inmunizados, indicando que PelBLs+Ftbp E18-L741 + AIF protege frente a la
Vibriosis causada por Vibrio vulnificus (Figura 4). Se obtuvo un valor de RPS del
45,45%, calculado con respecto al grupo inmunizado con adyuvante (Tris+AlF) cuando
la mortalidad en el grupo control fue de 92,86%. Los resultados obtenidos demuestran
que la proteina PelBLs+Ftbp E18-L741 confiere inmunidad protectora frente a la

Vibriosis producida por Vibrio vulnificus.
Ejemplo 2. Poder inmunégeno y protector de la proteina Fpcrp M52-Q465

Obtencidn vy purificacion

Se realizé un andlisis in silico de la estructura de la proteina Fpcrp de Vibrio vulnificus
mediante prediccion de estructura de proteinas por Inteligencia Artificial con el programa

informatico Alpha Fold. Este analisis reveld que se trata de una lipoproteina con un
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anclaje a membrana formada por una zona no estructurada y una parte soluble formada
por 7 dominios WD40. Tras este analisis, la secuencia génica se analizé para
seleccionar el fragmento proteico a expresar y se seleccioné la secuencia nucleotidica
que codifica para el fragmento M52-Q465 de Fpcrp. Se elimind la secuencia nucleotidica
que codifica para la region de anclaje a membrana (M1-G19) y la secuencia nucleotidica
que codifica para la region no estructurada (C20-N51). La secuencia génica que codifica
para la proteina recombinante Fpcrp M52-Q465 se optimizé para su expresion en
Escherichia coli. La secuencia génica optimizada para su expresion en Escherichia coli
es la secuencia SEQ ID NO: 4. La secuencia génica SEQ ID NO: 4 se sintetizé y clono
en el plasmido pMA. Este plasmido es resistente a la amipicilina (AmpR) y se utilizé para

su posterior clonaje en el plasmido de expresion.

La secuencia génica que codifica para la proteina Fpcrp M52-Q465 se amplifico
mediante PCR utilizando los cebadores Ncol_Fpcrp_M52_Fw (secuencia SEQ ID NO:
7) Xhol_Fpcrp_465Q_RYv (secuencia SEQ ID NO: 8).

Una vez amplificado, el plasmido pET28a y el amplicén se digirieron con las enzimas de
restriccion Xhol y Ncol (ThermoFisher Scientific) y se sometieron a una reaccion de
ligacion (Ligasa ADN T4; ThermoFisher Scientific), obteniendo el plasmido
pET28a_Fpcrp M52-Q465 (Figura 2). Este plasmido contiene un gen de resistencia a
kanamicina (KanR), el gen clonado estd sometido a expresion inducible por IPTG, y la
proteina recombinante Fpcrp M52-Q465 que se genera contiene una cola de histidinas
en su extremo C-terminal que sirven para su purificacién. La secuencia aminoacidica de

la proteina recombinante generada Fpcrp M52-Q465 es la secuencia SEQ ID NO: 2.

El plasmido pET28a_Fpcrp M52-Q465 se clon6 en la cepa Escherichia coli DH5a
quimiocompetente para su mantenimiento y posterior purificacion. El plasmido se
purificd para su clonaje en la cepa Escherichia coli BLR (DE3) electrocompetente. La

cepa bacteriana transformada es el vector de expresion final.

La cepa bacteriana transformada se creci6é durante la noche a 37°C y 180 rpm. Se
realizé una dilucion 1:100 en 1 L de medio de cultivo Luria-Bertani y se incub6 a 37°C y
180 rpm hasta alcanzar una densidad o6ptica a 600 nm de aproximadamente 0,6. Se
anadio IPTG 0,5 mM y se incubd a 25°C durante la noche. El cultivo inducido se

centrifugd (4000g, 30 minutos) y el precipitado se resuspendié en tampén Tris-HCI 50
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mM NaCl 300 mM pH 8 y se congelé a -20°C. El cultivo se sonicé (3x30 segundos), se
centrifugd (35000g, 20 minutos a 4°C) y el precipitado se sometidé a sonicacién (3x30
segundos), centrifugacién (35000g, 20 minutos a 4°C) y resuspension en diferentes
tampones, dos en tampon Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, Triton 2%, urea2 M, pH 8 y
una en tampén Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, Triton 2%, pH 8. Una vez lavada, la
suspension se centrifugdé de nuevo y el precipitado se resuspendidé en tampdn Tris-Hcl
20 mM, NaCl 500 mM, guanidina-HCI 6 M, imidazol 5 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, pH
8, para la solubilizacién de los cuerpos de inclusién. Una vez solubilizados, los cuerpos
de inclusién se sonicaron (3x30 segundos) y se realizé la purificacion de la proteina
Fpcrp M52-Q465 mediante cromatografia de afinidad a niquel (columna de
cromatografia de afinidad High Density Nickel 6BCL-QHNI-100, Agarose bead
technologies). La solucién con los cuerpos de inclusién se introdujo en la columna de
cromatografia de afinidad a niquel para la unién de la proteina, se realizd un lavado con
tampén Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.5 M, guanidina-HCI 6 M, 2-mercaptoetanol 1 mM,
imidazol 20 mM vy finalmente se realiz6 la elucion de la proteina mediante
concentraciones crecientes de imidazol (50, 100, 200 y 400 mM). Tras la cromatografia
de afinidad, la proteina se concentro (Vivaspin concentrator cut off- 10 kDa, Sartorius) y
se dializé (Spectra/Por® Dialysis Membrane cut off- 12-14 kDa, Spectrum laboratories)
frente a Tris-HCI 50 mM, pH 8, durante la noche. Por ultimo, se realizaron 3 ciclos de
centrifugacién (4000g, 15 minutos a 4°C), resuspensién en Tris-HCI 50 mM, pH 8 y

sonicacion (2x30 segundos) para su recuperacion y concentracion.

La pureza de la proteina se determin6 mediante SDS-PAGE y su concentracion se
determind mediante cuantificacién con el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(ThermoFisher Scientific) y semicuantificacion mediante SDS-PAGE vy tincién con

Coomassie.

Poder inmundégeno v protector

Se vacunaron anguilas (Anguilla anguilla) por inyeccién i.p. con una solucion de proteina
purificada Fpcrp M52-Q465 (1 mg proteina/mL) mezclada con adyuvante incompleto de

Freund (AIF) en proporcién 1:1.

Vacunacién. 53 anguilas europeas se inyectaron i.p. con 2 dosis de vacuna separadas
12 dias de 0,1 mL/pez de Fpcrp M52-Q465 + AIF (0,0025 mg proteina/g de pez). Se
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tomaron muestras a los 0, 12, 15, 22, 26 y 34 dias del inicio del ensayo. Un grupo
inmunizado unicamente con el adyuvante (Tris-HCI 50 mM + AIF, n = 13) y otro sin

inmunizar (Tris-HCI 50 mM, n = 13) fueron utilizados como controles.

Respuesta inmunitaria especifica. Se determiné el titulo de anticuerpos en el suero
de las anguilas mediante ELISA en placas de 96 pocillos Nunc F96 Maxisorp
(ThermoFisher Scientific). Las placas se tapizaron con 10 ng de proteina Fpcrp M52-
Q465. Se realizaron diluciones 1:2 seriadas de las muestras de suero de anguila. La
reaccion se revel6 usando una dilucion 1:2000 de suero de conejo anti-IgM de anguila
y una dilucién 1:2000 de suero de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa de
rabano (Bio-rad; numero de catalogo 1721019). El titulo se establecié como la inversa
de la dilucion que alcanzaba un valor de absorbancia a 450 nm dos veces el del blanco

(albumina de suero bovino 0,1% en tampodn fosfato salino (PBS)).

Ensayo de infeccion. A los 22 dias post-inmunizacion (34 dias del inicio del ensayo)
se infectaron grupos de 13 anguilas por inmersién de 1 hora con la cepa de Vibrio
vulnificus CECT 4999 (dosis infecciosa = 5 x 10* ufc/mL). Se registré la mortalidad
diariamente durante un periodo de 10 dias, aunque la mortalidad en esta enfermedad
se concentra en los 3 primeros dias. Solo se considerd que la septicemia era debida a
Vibrio vulnificus si el patdgeno se recuperaba en cultivo puro a partir de érgano interno
del animal moribundo. El efecto protector conferido por la proteina adyuvantada se
valoré mediante el célculo del Porcentaje relativo de supervivencia (RPS) definido en la

Ecuacion 1.

La inmunizacién de las anguilas con Fpcrp M52-Q465 + AIF activo la produccion de
anticuerpos especificos a lo largo del tiempo con un aumento significativo del titulo
(19.200) a los 14 dias post-inmunizacién (26 dias del inicio del ensayo), valor que se

mantuvo hasta el final del experimento (Figura 5).

Los animales inmunizados mostraron una clara reduccién de la mortalidad con respecto
a los no inmunizados, indicando que Fpcrp M52-Q465 + AlF protege frente a la Vibriosis
causada por Vibrio vulnificus (Figura 6). Se obtuvo un valor de RPS del 50,76%,
calculado con respecto al grupo inmunizado con adyuvante (Tris+AlIF) cuando la

mortalidad en el grupo control fue de 92,86%. Los resultados obtenidos demuestran que

22



10

15

20

25

30

ES307/9877A1

la proteina Fpcrp M52-Q465 confiere inmunidad protectora frente a la Vibriosis

producida por Vibrio vulnificus.
Ejemplo 3. Obtencién de cuerpos de inclusién

El vector de expresion se crecido en medio de cultivo Luria-Bertani a 37°C y 250 rpm
durante toda la noche. A continuacion, se diluyé en 500 mL de medio fresco hasta
obtener una densidad 6ptica a 550 nm inicial de 0,1 para la proteina PelBLs+Ftbp E18-
L741 y de 0,05 para la proteina Fpcrp M52-Q465 y se incubd hasta que alcanzé una
densidad 6ptica a 550 nm de 0,6-0,8 (fase logaritmica exponencial de crecimiento). En
ese momento se afiadid IPTG 1 mM para inducir la produccion de la proteina
recombinante y se incubo a 37°C durante 2 horas para la proteina PelBLs+Ftbp E18-
L741 y 4 horas para Fpcrp M52-Q465. A continuacion, se afadié a 500 mL de cultivo 2
mL de fluoruro de fenilmetansulfonilo (PMSF) 100 mM, 1,5 mL de lisozima (0,5 mg/mL)
y un coctel de inhibidores de proteasas sin EDTA, la mezcla se incubé a 37°C y 250 rpm
durante 2 horas y se congel6 a -80°C. Una vez descongelada, a los 500 mL de mezcla
se afnadié 1 mL de Triton X-100 y se incubd en agitacion a temperatura ambiente durante
1 hora. Posteriormente, se afadié 500 yL de DNasa | (1mg/mL) y 500 yL de MgSOs 1
My se incubd a 37°C y 125 rpm durante 1 hora. Por ultimo, los cultivos se centrifugaron
(15000 g, 15 minutos a 4°C), se resuspendieron en 50 mL de Tris-HCI 50 mM, NaCl 100
mM, EDTA 1 mM y se congelaron a -80°C.

Los cuerpos de inclusién de la proteina PelBLs+Ftbp E18-L741 se observaron al
microscopio electronico de barrido de emisién de campo. Se evalud la resistencia de las
nanoparticulas cuando eran sometidas a pH 2, 3 horas y a 100°C, 10 min. La estructura
de los cuerpos de inclusion se mantuvo independientemente de los tratamientos de pH
(pH 2, 3 horas) y temperatura (100°C, 10 minutos), confirmando su estabilidad

estructural.

Los cuerpos de inclusion de la proteina Fpcrp M52-Q465 se observaron al microscopio
electrénico de barrido de emisién de campo. Se determind que los cuerpos de inclusion
presentaban una morfologia predominantemente esférica (= 90%) de un tamafo medio
de 591 + 171,5 nm, encontrandose una gran variabilidad (200-900 nm). Para determinar
la resistencia al proceso de extrusion en pienso y a las condiciones del tracto

gastrointestinal, se sometieron a 100°C, 10 minutos y a pH 2 durante 3 horas. Los
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resultados indicaron que no existen grandes diferencias en ninguno de los parametros
evaluados (esferas, 580 + 188,04 y 632 + 194,35, respectivamente) (Figura 7).

Ejemplo 4. Poder protector de los cuerpos de inclusiéon de PelBLs+Ftbp E18-L741

Vacunacién. 30 anguilas europeas se inyectaron i.p. con 3 dosis de separadas 12 dias
de 0,1 mL/pez de cuerpos de inclusién de la proteina PelBLs+Ftbp E18-L741 (0,5 mg
proteina/mL), lo que supuso una dosis media de 0,0025 mg proteina/g de pez. Ademas,
se anadieron dos grupos control (n = 30), uno al que se le administré cuerpos de
inclusion de la Proteina Roja Fluorescente iRFP (proteina no inmundégena) y uno al que
se le administré agua. Se tomaron muestras 0, 46 y 50 dias después del inicio del

ensayo.

Respuesta inmunitaria inespecifica. La actividad lisozima se evalué mediante ensayo
de turbidimetria. A 20 yL de cada muestra de suero se afiadié 180 pL de una suspension
0,2 mg/mL de Micrococcus lysodeikticus liofilizado resuspendido en tampdn fosfato
(14.04 g/L KH2POg4, 5.2 g/L Na;HPOs, pH 6,2). La absorbancia a 450 nm se midi6 al

inicio y tras incubar las muestras a 28°C durante 20 minutos.

Ensayo de infeccion. A los 22 dias post-inmunizacion (46 dias del inicio del ensayo)
se infectaron grupos de 18 anguilas por inmersién de 1 hora con la cepa de Vibrio
vulnificus CECT 4999 (dosis infecciosa = 4,65 x 10° ufc/mL). Se registré la mortalidad
diariamente durante un periodo de 10 dias, aunque la mortalidad en esta enfermedad
se concentra en los 3 primeros dias. Solo se considerd que la septicemia era debida a
Vibrio vulnificus si el patdégeno se recuperaba en cultivo puro a partir de érgano interno
del animal moribundo. El efecto protector conferido por los cuerpos de inclusién de la
proteina se valoré mediante el calculo del Porcentaje relativo de supervivencia (RPS)

definido en la Ecuacién 1.

La vacunacién oral de las anguilas con los cuerpos de inclusiéon activo la produccion de
lisozima en sangre (186,54 + 6,19 U/mL, 86,26 £ 3,53 U/mL y 109,33 £ 9,43 U/mL, para
los cuerpos de inclusién de la proteina PelBLs+Ftbp E18-L741, para los cuerpos de
inclusion de la Proteina Roja Fluorescente iRFP y para el control con agua,
respectivamente) a los 50 dias de comenzar el experimento (26 dias post-vacunacién)
(Figura 8). La vacuna presenté un RPS del 23,53%, calculado con respecto al grupo

vacunado con cuerpos de inclusion de la Proteina Roja Fluorescente iRFP, cuando el
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control con agua presenté una mortalidad del 89%. Los resultados obtenidos
demuestran que la vacunacién por via oral con los cuerpos de inclusion de la proteina
PelBLs+Ftbp E18-L741 confieren inmunidad protectora frente a la Vibriosis producida

por Vibrio vulnificus.
Ejemplo 5. Poder protector de los cuerpos de inclusiéon de Fpcrp M52-Q465

Vacunacién. 30 anguilas europeas se inyectaron i.p. con 3 dosis de separadas 12 dias
de 0,1 mL/pez de cuerpos de inclusion de la proteina Fpcrp M52-Q465 (0,5 mg
proteina/mL), lo que supuso una dosis media de 0,0025 mg proteina/g de pez. Ademas,
se anadieron dos grupos control (n = 30), uno al que se le administré cuerpos de
inclusion de la Proteina Roja Fluorescente iRFP (proteina no inmundégena) y uno al que
se le administré6 agua. Se tomaron muestras 0, 46 y 50 dias después del inicio del

ensayo.

Respuesta inmunitaria inespecifica. La actividad lisozima se evalué mediante ensayo
de turbidimetria. A 20 yL de cada muestra de suero se afiadié 180 L de una suspension
0,2 mg/mL de Micrococcus lysodeikticus liofilizado resuspendido en tampdn fosfato
(14.04 g/L KH2POg4, 5.2 g/L Na;HPOs, pH 6,2). La absorbancia a 450 nm se midi6 al

inicio y tras incubar las muestras a 28°C durante 20 minutos.

Ensayo de infeccion. A los 22 dias post-inmunizacion (46 dias del inicio del ensayo)
se infectaron grupos de 18 anguilas por inmersién de 1 hora con la cepa de Vibrio
vulnificus CECT 4999 (dosis infecciosa = 4,65 x 10° ufc/mL). Se registré la mortalidad
diariamente durante un periodo de 10 dias, aunque la mortalidad en esta enfermedad
se concentra en los 3 primeros dias. Solo se considerd que la septicemia era debida a
Vibrio vulnificus si el patdégeno se recuperaba en cultivo puro a partir de érgano interno
del animal moribundo. El efecto protector conferido por los cuerpos de inclusién de la
proteina se valoré mediante el calculo del Porcentaje relativo de supervivencia (RPS)

definido en la Ecuacién 1.

La vacunacién oral de las anguilas con los cuerpos de inclusién de la proteina Fpcrp
M52-Q465 activo la produccion de lisozima en sangre (270,14 £ 5,54 U/mL, 86,26 + 3,53
U/mL y 109,33 = 9,43 U/mL, para los cuerpos de inclusién de la proteina Fpcrp M52-
Q465, para los cuerpos de inclusion de la Proteina Roja Fluorescente iRFP y para el

control con agua, respectivamente) a los 50 dias de comenzar el experimento (26 dias
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post vacunacion) (Figura 9). La vacuna presenté un RPS del 23,53%, calculado con
respecto al grupo vacunado con los cuerpos de inclusion de la Proteina Roja
Fluorescente iRFP, cuando el control present6é una mortalidad del 89%. Los resultados
obtenidos demuestran que la vacunacion por via oral con los cuerpos de inclusion de la
proteina Fpcrp M52-Q465 confieren inmunidad protectora frente a la Vibriosis producida

por Vibrio vulnificus.

Ejemplo 6. Poder protector de la combinacién de los cuerpos de inclusion de
PelBLs+Ftbp E18-L741 y de los cuerpos de inclusion de Fpcrp M52-Q465

Ensayo vacunacion. 16 anguilas europeas se vacunaron mediante intubacién oral con
3 dosis de separadas 12 dias de 0,1 mL/pez de cuerpos de inclusién de la proteina
PelBLs+Ftbp E18-L741 y cuerpos de inclusion de la proteina Fpcrp M52-Q465
(concentracién media total de la combinacion de ambas proteinas 0,5 mg proteina/mL),
lo que supuso una dosis media total de la combinacion de ambas proteinas de 0,0025
mg proteina/g de pez. Ademas, se afiadieron dos grupos control (n = 18), uno al que se
le administré cuerpos de inclusion de la Proteina Roja Fluorescente iRFP (proteina no
inmundgena) y uno al que se le administré agua. Se tomaron muestras 0, 46 y 50 dias

del inicio del ensayo.

Proteccion: ensayo de infeccion. A los 22 dias post-inmunizacion (46 dias del inicio
del ensayo) se infectaron grupos de 16-18 anguilas por inmersién de 1 h con la cepa
CECT 4999 (dosis infecciosa = 4,65 x 10° ufc/mL). Se registrd la mortalidad diariamente
durante un periodo de 10 dias, aunque la mortalidad en esta enfermedad se concentra
en los 3 primeros dias. Solo se considerd que la septicemia era debida a Vibrio vulnificus
si el patégeno se recuperaba en cultivo puro a partir de érgano interno del animal
moribundo. El efecto protector conferido por la combinacién de los cuerpos de inclusion
de PelBLs+Ftbp E18-L741 y de los cuerpos de inclusion de Fpcrp M52-Q465 se valoré
mediante el célculo del Porcentaje relativo de supervivencia (RPS) definido en la

Ecuacion 1.

La vacunacién oral de las anguilas con la combinacion de cuerpos de inclusion de
PelBLs+Ftbp E18-L741 con cuerpos de inclusion de Fpcrp M52-Q465 dio lugar a un
RPS del 27,21%, calculado con respecto al grupo vacunado con los cuerpos de inclusion
de la Proteina Roja Fluorescente iRFP, cuando el control presenté una mortalidad del

89%. Los resultados obtenidos demuestran que la vacunacion por via oral con la
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combinacion de cuerpos de inclusién de PelBLs+Ftbp E18-L741 con cuerpos de
inclusion de Fpcrp M52-Q465 confiere inmunidad protectora frente a la Vibriosis

producida por Vibrio vulnificus.
REFERENCIA AL MATERIAL BIOLOGICO DEPOSITADO

Las cepas Escherichia coli Fpcrp M52-Q465 y Escherichia coli PelBLs+Ftbp E18-L741
se depositaron el 24.01.2025, segun el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento
Internacional del Deposito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en materia
de Patentes, en la Autoridad Internacional de Depésito “Leibniz Institut DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures”, por el depositante “Universitat de
Valencia”. El depositante identificd la cepa Escherichia coli Fpcrp M52-Q465 como
“‘Fpcrp M52-Q465” y la cepa Escherichia coli PelBLs+Ftbp E18-L741 como
“PelBLs+Ftbp E18-L741”. Tras completar con éxito los ensayos de viabilidad de las
cepas, la Autoridad Internacional de Depdsito aceptd las cepas, confirmé la fecha,
anteriormente indicada, en la que recibio el depdsito y asigno los siguientes numeros de
depdsito a las cepas:

- Cepa Escherichia coli Fpcrp M52-Q465: DSM 35327

- Cepa Escherichia coli PelBLs+Ftbp E18-L741: DSM 35328
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REIVINDICACIONES

Una composicion que comprende una proteina de unién a la transferrina para uso
como vacuna subunitaria que activa la respuesta inmunitaria contra la septicemia
hemorragica causada por bacterias patégenas o como adyuvante en combinacion
con una vacuna contra la septicemia hemorragica causada por bacterias patégenas,
en la que la secuencia de la proteina de unién a la transferrina consiste en una
secuencia funcional seleccionada del grupo que consiste en: los aminoacidos 23 a
748 de la secuencia SEQ ID NO: 1; los aminoacidos 23 a 754 de la secuencia SEQ
ID NO: 1; los aminoacidos 1 a 748 de la secuencia SEQ ID NO: 1; y la propia
secuencia SEQ ID NO: 1, completa.

La composicién para uso segun la reivindicacién 1, en la que la composicién ademas
comprende una proteina que confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis
que consiste en una secuencia funcional seleccionada de entre: los aminoacidos 1

a 416 de la secuencia SEQ ID NO: 2; y la propia secuencia SEQ ID NO: 2, completa.

La composicion para uso segun la reivindicacién 1 o 2, en la que la proteina o las

proteinas estan en forma de cuerpos de inclusion.

La composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que ademas

comprende al menos un adyuvante.

La composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que

la septicemia hemorragica es de peces.

La composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que
la bacteria patégena se selecciona del grupo que consiste en: Vibrio vulnificus, Vibrio
harveyi, Photobacterium damselae subsp. damselae, Vibrio parahaemolyticus y

Aeromonas salmonicida.

La composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 0 6, en la que

el pez se selecciona del grupo que consiste en: anguila, lubina, tilapia y rodaballo.
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La composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que se
administra por una via seleccionada del grupo que consiste en: oral, intramuscular,

intraperitoneal y por inmersion.

La composicidon para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que se
administra como dosis de refuerzo de una vacuna previamente administrada contra

la septicemia hemorragica causada por bacterias patégenas.

La composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que

dicho uso ademas previene la transmision de genes de virulencia entre bacterias.

Un pienso para peces que comprende una proteina de unién a la transferrina, en el
que la secuencia de la proteina de union a la transferrina consiste en una secuencia
funcional seleccionada del grupo que consiste en: los aminoacidos 23 a 748 de la
secuencia SEQ ID NO: 1; los aminoacidos 23 a 754 de la secuencia SEQ ID NO: 1;
los aminoacidos 1 a 748 de la secuencia SEQ ID NO: 1; y la propia secuencia SEQ
ID NO: 1, completa.

El pienso segun la reivindicacion 11, que ademas comprende una proteina que
confiere resistencia al complemento y a la fagocitosis consiste en una secuencia
funcional seleccionada de entre: los aminoacidos 1 a 416 de la secuencia SEQ ID

NO: 2 y la propia secuencia SEQ ID NO: 2, completa.

El pienso segun la reivindicacion 11 o0 12, en el que la proteina o proteinas estan en

forma de cuerpos de inclusioén.

Una cepa de Escherichia coli depositada en la coleccion de cultivos DSMZ con
numero de deposito DSM 35328, que contiene un plasmido que comprende un gen
que codifica para una proteina de unién a la transferrina, en la que la secuencia de

dicho gen es la secuencia SEQ ID NO: 3.

La cepa de Escherichia coli segun la reivindicacion 14, en la que la secuencia del

plasmido es la secuencia SEQ ID NO: 5.
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16. Un procedimiento de obtencion de una proteina de unién a la transferrina, que
comprende:

(a) cultivar la cepa de la reivindicacién 14 o 15 en un medio de cultivo;

(b) anadir isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido e incubar la mezcla resultante
durante un tiempo entre 1y 6 horas;

(c) anadir fluoruro de fenilmetansulfonilo, lisozima y al menos un inhibidor de
proteasas al producto resultante de la etapa anterior e incubar la mezcla
resultante durante un tiempo entre 1y 4 horas; y

(d) centrifugar el producto obtenido en la etapa anterior; descartar el
sobrenadante y recoger el precipitado que contiene los cuerpos de inclusién

que comprenden la proteina de unién a la transferrina.

17. El procedimiento segun la reivindicacion 16, que ademas comprende las siguientes
etapas:

(e) sonicar el producto obtenido en la etapa (d);

(f) solubilizar con un agente desnaturalizante e incubar durante un tiempo entre
16 y 18 horas;

(g) sonicar el producto obtenido en la etapa (f); y

(h) someter el producto obtenido en la etapa anterior a una cromatografia de
afinidad a niquel, obteniendo asi una composicién que comprende la

proteina de unién a la transferrina purificada.
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A61P37/04 (2006.01)
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