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NUEVOS VIRUS DE TILAPIA Y SUS USOS

Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

La ©presente solicitud reclama prioridad de 1la
Solicitud Provisional estadounidense No. de serie
62/091,824, presentada el 15 de diciembre de 2014, cuyo
contenido se incorpora en este documento por referencia en

su totalidad.

Campo de la invencién

La invencidén estd en el campo de los virus vy se
relaciona con un nuevo virus encontrado en la tilapia, que
se denomina como Virus de la Tilapia del Lago (TiLV). La
invencién incluye el TiLV aislado, vy las secuencias vy
polipéptidos de acidos nucleicos aislados del mismo. La
invencidén también se relaciona a cebadores y sondas. La
invencidén también se relaciona con anticuerpos contra
antigenos del TiLV. La invencidén se relaciona con métodos
para detectar la presencia o ausencia de TiLV en un animal
usando cebadores, sondas y anticuerpos. La invencién
también se refiere a ARNis que se dirigen a secuencias de
dcido nucleico de TiLV. La invencidén también se refiere a

composiciones inmunogénicas para inducir una respuesta
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inmune contra TiLV en un animal.

Antecedentes de la invencién

Las tilapias son el segundo grupo mas importante de
peces cultivados en todo el mundo, con produccién de 2.5
millones de toneladas anualmente (Organizacién para la
alimentacién y agricultura 2010), vy sirven como fuente
primaria en el mundo en desarrollo. El mar de Galilea (lago
Kineret) en Israel es una fuente importante de la pesca
comercial. En los Ultimos afios, las cantidades de pescado
de captura han sido sometidas a una declinacidén
persistente.

Aunque el lago alberga unas 27 especies de peces, que
comprenden miembros de las familias Cichlidae, Cyprinidae,
Mugillidae, y Claridae, sbélo una disminucién en la captura
de tilapias (Cichlidae) fue evidente. El principal pez
comestible del lago, Sarotherodon (Tilapia) galilaeus (pez
de San Pedro), vio los rendimientos anuales disminuidos de
316 toneladas en 2005 a 51, 8 y 45 toneladas en 2007, 2009
y 2010, respectivamente.

S. galilaeus contribuye al mantenimiento del
equilibrio ecoldgico de este lago. Por lo tanto, més allé
de su impacto econdmico, la disminucidén significativa de

las poblaciones de peces de San Pedro, asi como las otras
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tilapias del lago (como Tilapia zilli [tilapia comin],
Oreochromis aureus [tilapia de Jordania] Tristamella
simonis intermedia) representa una amenaza definitiva para
todo el ecosistema.

Esta disminucién en la tilapia del lago en el mar de
Galilea fue debido a una grave enfermedad emergente en las
poblaciones silvestres de especies de tilapia, incluyendo
S. galilaeus, T. zilli, o. aureus y T. simonis intermedia,
y asi como en la tilapia hibrida criado en estanque O.
niloticus x O. aureus en Israel. La Asociacién de brotes de
enfermedades con estacionalidad (mayo a octubre, cuando el
agua tiene temperaturas relativamente altas) indicé también
la participacién de un agente infeccioso, vya que la
temperatura del agua afecta a la aparicién de una amplia
gama de enfermedades parasitarias, bacterianas y virales de
los peces. La supervisidén rutinaria de parédsitos, patdgenos
virales, bacterianos o toxinas conocidos no reveld ninguna
anormalidad, y no se identificd un agente causal.

También fue encontrado un Dbrote similar de 1la
enfermedad en la tilapia en Ecuador.

Por lo tanto, habia una necesidad de identificar al
agente causal de este descenso en las poblaciones de
tilapia en las dos ubicaciones geograficas diferentes, asi
como una necesidad de herramientas y métodos para detectar

la presencia del agente causal en las poblaciones de peces
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y proteccidén de las poblaciones de peces del agente causal
de esta disminucidn. Esta invencién aborda estas

necesidades.

Breve descripcién de la invencién

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona con el
hallazgo de que el agente causal de la enfermedad de las
tilapias es un nuevo virus de ARN de Virus de Tilapia del
lago (TiLV). La amplia distribucidén del wvirus vy 1la
existencia de diferentes caracteristicas clinicas de su
enfermedad asociada, hacen que los resultados descritos en
este documento sean de importancia para el cultivo de peces
y la conservacidén de vida silvestre.

En ciertos aspectos, la invencidén se refiere a
herramientas de diagndéstico Utiles para la deteccidén de una
muestra para TilLV.

En ciertos aspectos, la invencidén descrita en este
documento se refiere a vacunas para la proteccidén de 1los
peces de enfermedades virales. En ciertos aspectos, la
invencién se relaciona con las composiciones de vacuna para
la prevencién de la enfermedad inducida por el Virus de la
Tilapia del lago (TiLV) en los peces, particularmente las
tilapias. En ciertos aspectos la invencidén se refiere a

métodos para usar las vacunas para proteger a las tilapias
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de la enfermedad inducida por TilV.

Los aspectos particulares, la invencién esta
relacionada con las secuencias de A&acido nucléico de TilV
aislados (incluyendo secuencias de ADNc correspondientes a
las secuencias de ARN de TiLV sentido o antisentido) vy
péptidos de los mismos. La invencidén también se relaciona
con anticuerpos contra antigenos derivados del TilLV. La
invencién también se relaciona con ARNis que se dirigen a
secuencias de &cido nucleico de TiLV. La invencidén se
relaciona con métodos para detectar la presencia o ausencia
de TiLV en un animal (por ej. en un pez). La invencidn
también se refiere a composiciones inmunogénicas para
inducir una respuesta inmune contra TilV en un animal (p.
ej., en un pez).

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a una
secuencia de &cidos nucleicos aislados que tienen la
secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, secuencias
complementarias a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, y sus
fragmentos y variantes. En ciertas modalidades, el &cido
nucleico es una secuencia de ADN, incluyendo ADNc. En
ciertas modalidades, el &cido nucleico es una secuencia de
ARN.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona con un
dcido nucleico sintético que comprende un 4acido nucleico

aislado (o no aislado) gque tiene la secuencia de SEQ 1ID
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NOs: 1-10, secuencias complementarias a cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-11 y sus variantes. Estos 4acidos nucleicos
sintéticos incluyen cebadores y sondas.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a un
conjunto de cebador para determinar la presencia o ausencia
de TiLV en una muestra bioldgica, en donde el conjunto de
cebador comprende por lo menos una secuencia de 4acido
nucleico sintético seleccionada del grupo gque consiste de
los &cidos nucleicos sintéticos descritos en el presente
documento.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
método para determinar la presencia o ausencia de TiLV en
una muestra bioldgica, el método gque comprende: a) poner en
contacto el &4cido nucleico de una muestra bioldgica con al
menos un cebador que es un 4cido nucleico sintético
descrito en el presente documento, b) someter el A&cido
nucleico y el cebador a condiciones de amplificacién y, c)
determinar la presencia o ausencia del producto de
amplificacién, en donde 1la presencia del producto de
amplificacién indica la presencia de ARN asociado al TiLVv
de la muestra.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a
sondas de oligonucledtidos para determinar la presencia o
ausencia de TiLV en una muestra bioldégica.

En ciertos aspectos, la invencidén estd dirigida a las
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moléculas de ARNi que dirige los &cidos nucleicos de TilV,
por ejemplo, pero no limitado a cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11 y sus variantes y el silenciar un gen objetivo.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
método para reducir los niveles de una proteina del TilLV en
un animal, el ARNm viral en un titulo animal o viral en una
célula de un animal, el método comprende administrar al
animal un ARNi descrito en el presente documento.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a un
polipéptido aislado codificado por el &cido nucleico de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, 1los &cidos nucleicos
con las secuencias complementarias a cualquiera de las SEQ
ID NOs: 1-11, y sus fragmentos y variantes.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a un
polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12, y sus fragmentos y
variantes.

En un aspecto adicional, la invencidédn proporciona un
medio legible por computadora que tiene almacenado en el
mismo: (i) una secuencia de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste de: una secuencia de &cido nucleico de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, una secuencia
sustancialmente idéntica a la secuencia de a&acido nucleico
de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, y una variante de la
secuencia de una secuencia de &acido nucleico de cualguiera

de las SEQ 1ID NOs; 1-11; o} (11) una secuencia de
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aminoadcidos codificada por una secuencia de 4acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste de: una secuencia de
dcido nucleico de cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, una
secuencia sustancialmente idéntica a la secuencia de é&cido
nucleico de cualgquiera de 1las SEQ ID NOs: 1-11, vy una
secuencia variante de una secuencia de 4&cido nucleico de
cualquiera de las SEQ ID NOs; 1-11.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
anticuerpo aislado que especificamente se une a un
polipéptido de la invencidén (por ejemplo, un polipéptido de
la SEQ ID NO: 12 o un polipéptido codificado por cualqgquiera
o SEQ ID NOs: 1-11 o secuencias complementarias a la misma
o sus fragmentos o variantes).

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a un
método para determinar si una muestra contiene o no TilV,
el método que comprende: a) poner en contacto una muestra
bioldégica con un anticuerpo que especificamente se une a un
polipéptido de cualgquiera de un polipéptido aislado (o no
aislado) de la SEQ ID NO: 12 o sus fragmentos o variantes,
o un polipéptido codificado por cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11 o secuencias complementarias al mismo o sus
fragmentos o variantes vy Db) determinar si o no el
anticuerpo se une a un antigeno en la muestra bioldgica, en
donde el enlace indica que la muestra bioldgica contiene

TiLV. En ciertas modalidades, la determinacidn comprende el
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uso de un ensayo de flujo lateral o ELISA.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona a un
método para determinar si o no una muestra bioldgica ha
sido infectada por TiLV, el método gque comprende: a)
determinar si o no una muestra Dbioldgica continen
anticuerpos que especificamente se unen a un polipéptido de
cualquiera de un polipéptido aislado (o no aislado) de 1la
SEQ ID NO: 12 o sus fragmentos o variantes, o un
polipéptido codificado por cualquiera o SEQ ID NOs: 1-11 o
secuencias complementarias a la misma o sus fragmentos o
variantes.

En ciertos aspectos, la presente invencién
proporciona composiciones inmunogénicas capaces de inducir
una respuesta inmune contra TilLV incluyendo TiLV de la
invencidén que comprende un &acido nucleico de cualquiera de
las SEQ ID NOs: 1-11 o sus fragmentos o variantes, o que
comprende una secuencia de ADNc complementaria a la hebra
sentido o anti-sentido de cualquiera de las SEQ ID NOs: -11
o sus fragmentos o variantes, O gue comprende un
polipéptido codificado por cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11, o una secuencia de ADNc complementaria a la hebra
sentido o anti-sentido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11, o gue comprende un polipéptido gque comprende SEQ ID NO:
12 o sus fragmentos o variantes, o que comprende un TiLV

muerto o atenuado.
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En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a un
método para inducir una respuesta inmune en un animal, el
método que comprende administrar una composicién
inmunogénica descrita en el presente documento.

En otro aspecto, la invencidén proporciona un método
para prevenir o reducir la infeccidén por TilLV en un animal,
el método que comprende administrar una composicién
inmunogénica de TiLV descrita en el presente documento.

En otro aspecto, la invencidén proporciona un método
para prevenir o reducir la infeccidén por TilLV en un animal,
el método gque comprende administrar un anticuerpo contra
TiLV descrito en el presente documento.

En una modalidad, el método de administracidén es
oral, inmersidén o inyeccidn.

En otro aspecto, la invencidén proporciona para el uso
de cualquiera de las composiciones inmunogénicas descritas
en el presente documento en la fabricacién de una vacuna
para el tratamiento o prevencidén de la infeccidén por TilV
en un animal.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
virus aislado que comprende al menos 24 nucledtidos
consecutivos de un &cido nucleico aislado (o no aislado)
que tiene la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11; un &cido nucleico aislado (o no aislado) complementario

a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11; un
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dcido nucleico aislado (o no aislado) que tiene al menos
alrededor del 60% de identidad de secuencia a cualquiera de
las SEQ ID NOs: 1-11; o un &acido nucleico aislado (o no
aislado) que tiene al menos alrededor del 60% de identidad
de secuencia a un &cido nucleico complementario a la
secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
virus aislado que comprende al menos 8 aminoacidos
consecutivos del polipéptido codificado por un é&cido
nucleico aislado (o no aislado) que tiene la secuencia de
cualquiera de 1las SEQ ID NOs: 1-11; wun A&cido nucleico
aislado (o no aislado) complementario a la secuencia de
cualquiera de 1las SEQ ID NOs: 1-11; wun A&cido nucleico
aislado (o no aislado) que tiene al menos alrededor del 60%
de identidad de secuencia a cualquiera de las SEQ ID NOs:
1-11; o un Aacido nucleico aislado (o no aislado) gque tiene
al menos alrededor del 60% de identidad de secuencia a un
acido nucleico complementario a la secuencia de cualquiera
de las SEQ ID NOs: 1-11.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona con
una célula aislada que comprende un &cido nucleico aislado
(0 no aislado) que tiene la secuencia de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-11, secuencias complementarias a las SEQ ID
NOs: 1-11, vy sus fragmentos y variantes descritos en el

presente documento.
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En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
método para cultivar células que comprende: a) infectar yba
célula con TilLV, o un &acido nucleico aislado (o no aislado)
que tiene la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11, secuencias complementarias a las SEQ ID NOs: 1-11, vy
sus fragmentos y variantes descritos en el ©presente
documento, y b) cultivar las células.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
método para probar una vacuna contra TiLV, gque comprende:
a) poner en contacto las células con una vacuna contra
TiLV; b) poner en contacto las células con TilLV; y c¢) medir
el numero de células infectadas con TiLV.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
método para probar un fadrmaco contra TiLV, que comprende:
a) poner en contacto las células con un farmaco contra
TiLV; b) poner en contacto las células con TilLV; y c) medir
el numero de células infectadas con TiLV.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
método para probar un farmaco contra TiLV, que comprende:
a) poner en contacto las células con TiLV; Db) poner en
contacto las células con un farmaco contra TiLV; y c) medir
la replicacién de TiLV.

En otros aspectos, la invencidén proporciona métodos
para identificar vy/o generar farmacos antivirales. Por

ejemplo, en un aspecto la invencidén proporciona métodos
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para iddentificar fArmacos que se unen a y/o inhibir 1la
funcién de las proteinas codificadas por TiLV de 1la
invencién, o que inhiben la replicacién o patogenicidad de
TiLV de la invencién. Los métodos para identificar 1los
farmacos que afectan o inhiben un objetivo de farmaco
particular, tal como un alto rendimiento de métodos de
seleccién de féarmacos, son bien conocidos en la materia vy
pueden aplicarse facilmente a las proteinas y virus de 1la
presente invencidn.

La presente invencidén también proporciona métodos vy
herramientas para el disefio de farmacos, prueba de agentes,
y herramientas para la investigacidén bésica sobre las

causas y etiologia de TiLV.

Breve descripcién de los dibujos

Para el propdsito de ilustrar 1la invencidn, se
representa en dibujos ciertas modalidades de la invenciédn.
Sin embargo, la invencién no estd limitada a 1las
disposiciones precisas e instrumentos de las modalidades
representadas en los dibujos.

La figura 1 muestra las caracteristicas de 1la
enfermedad de la tilapia y hallazgos patoldgicos en la
tilapia hibrida comercial (0. niloticus x O. aureus

hibrido) (Figura 1A y Figura 1C a la Figura 1E) y en la
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tilapia silvestre (S. galilaeus) del mar de Galilea (Figura
1B y Figura 1F a Figura 1H). La figura 1A es una fotografia
que muestra el brote de la enfermedad de la tilapia en un
estanque comercial gque resulta en mortalidad masiva (agosto
de 2013). La figura 1B es una fotografia de una tilapia
enfermo que muestra la contraccidédn del ojo y la pérdida del
funcionamiento ocular (phthisis bulbi). La figura 1C
muestra la patologia macroscoéoépica de la piel gue incluye
Ulceras y erosiones dérmicas de multifocales a coalescentes
indicado por las flechas. La figura 1D muestra tincidén de
hematoxilina y eosina de rifibn e intersticio. Las flechas
marcan una vena dilatada empacada con un gran numero de
glébulos rojos (congestidén). Tincidédn de hematoxilina vy
eosina (H & E) x10. La figura 1E muestra la tincidén de
hematoxilina y eosina de la corteza y cerebro. Las flechas
marcan los vasos sanguineos dilatados con gran nuUmero de
glébulos rojos dentro de los leptomeninges y materia gris y
blanca. Se utilizdé tincién H & E x 10. La figura 1F muestra
la tincidén de hematoxilina vy eosina de la corteza vy
cerebro. Manguitos perivasculares de linfocitos estan en
circulo. Se wutilizé tincién H & E x 40. La figura 1Ga
muestra la tincidén de hematoxilina y eosina del lente. Los
cambios de cataratas se caracterizan por la formacidén de
estructuras esféricas eosindéfilas (gldédbulos de morgagnian)

acompafiados por la degeneracidén de las fibras cristalinas
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(en circulo). Se utilizdé tincidén H & E x 10. La figura 1Gb
muestra la tincién de hematoxilina y eosina del lente de
control de un pez sano. Se utilizdé tincidén H & E x 10. La
figura 1H muestra la tincién de hematoxilina y eosina del
ojo y la cbérnea. La pérdida de la integridad del epitelio
escamoso suprayacente con infiltrado inflamatorio (puntas
de flecha) y multiples capilares dentro del estroma
(neovascularizacidén; en circulo). Las fibras de colégeno
dentro del estroma superficial son manchadas vy son
eosindéfilo pélido tefiido (edema corneal). Se utilizod
tincién H & E x 10.

La figura 2 muestran el efecto citopatogénico o
induccién de CPE en cultivos infectados y los analisis de
microscopia electrdnica (ME). La figura 2A muestra imégenes
de las células infectadas E-11 con CPE en el dia 5 después
de la inoculacidén. La formacidédn de placa y las células
vacuoladas se muestran en 1los bordes de las placas. Los
centros de las dos placas estan marcados con asteriscos. La
figura 2B muestra imadgenes de las células cerebrales
primarias de la tilapia infectadas con CPE en el dia 10
después de la inoculacidén. La conversidén de las tipicas
células alargadas en las células hinchadas, redondas vy
granuladas estd marcada con flechas. La figura 2 y figura
2D son imAgenes de controles, E-11 infectadas por prueba o

cerebro de la tilapia primario, respectivamente. La figura
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2E vy la figura 2F son transmisién de ME de secciones
delgadas de las células E-11 infectadas con las particulas
densas a los electrones (didmetro, 55 a 60 nm) agregadas y
encerradas en la membrana intracitoplédsmica (Figura 2E,
marcado con una flecha) o dentro del citoplasma (figura
2F) . Barras de escala, 200 y 500 nm para la Figura 2E y la
Figura 2F, respectivamente. La figura 2G es una imagen de
ME de viriones negativamente tefiidos, granulado de 1los
sobrenadantes de cultivo Ell infectados. Barra de escala,
100 um.

La figura 3 muestran deteccidén por PCR de TiLV. La
Figura 3A muestra la deteccién de TiLV por PCR. E1 ARN
total fue extraido de cerebros de pescados infectados por
TiLV (carriles 1 a 7) y un pescado saludable (carril 10),
asi como de E-11 y cerebro de tilapia primaria de cultivos
celulares infectados (carriles 8 y 9, respectivamente) vy
fue utilizado como una plantilla para la generacidén de
ADNc. Se amplificé un fragmento de 250-bp con ME1l (SEQ ID
NO: 23) y cebadores del clon 7450/150R (SEQ ID NO: 16). La
figura 3B muestra que la transcripcidén inversa fue
requerida para la amplificacién por PCR de TiLV. Se extrajd
el ARN total del sobrenadante (carriles 1 vy 2) o de
extractos celulares (carriles 3 vy 4) del cultivo E-11
infectado por TilV, o del cultivo de E-11 sin tratamiento

(carriles 5 y 6). Las muestras no fueron tratadas con DNasa
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y la transcripcién inversa se realizdé (+) o no (-) antes
del paso de PCR. También se incluydé un control negativo de
"no ARN" (carril 7). Un fragmento de 491-bp fue amplificado
con los cebadores anidados ext-1 (SEQ ID NO: 24) y anidados
ext-2 (SEQ ID NO: 25). La figura 3C muestra los resultados
de ensayos de sensibilidad de nucleasas. Los 4cidos
nucleicos protegidos por nucleasa fueron extraidos de
viriones purificados y fueron tratados (+) o no (-) con la
transcriptasa inversa y/o RNasa I antes de la amplificacidn
por PCR con cebadores especificos a TilLV (anidado ext-1
(SEQ ID NO: 24) y anidados ext-2 (SEQ ID NO: 25) dando por
resultado un producto amplificado, 491 bp) o cebadores
especificos a SnRV (Snakehead gag-pol fw (SEQ ID NO: 26) vy
Snakehead gag-pol rev (SEQ ID NO: 27), dando por resultado
un producto amplificado, 284 bp). M es el marcador del
tamafio de ADN.

La figura 4 nmuestra la cinética de mortalidad
inducida por TiLV. Los pescados se dividieron en grupos de

30 pescados especificos libres de patdégeno (SPF, por sus

siglas en 1inglés). Los grupos 1 (diamante sdélido) y 2
(triangulo sbélido) fueron infectados por inyeccién
intraperitoneal (i.p.) o convivencia, respectivamente. EI1

grupo de control (circulo sbé6lido) fue compuesto de un
numero idéntico de pescado inoculado con los sobrenadantes

de los cultivos de E-11 sin tratamiento. La wvariabilidad
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entre los tres grupos experimentales se determindé mediante
pruebas de chi-cuadrado, en las que un valor P de 0.05 se
consideré significativo. Las barras representan errores
estandar.

La figura 5 muestra el andlisis del ensayo Northern
de 4cidos nucleicos de la tilapia enferma en Israel vy
Ecuador. La figura 5A muestra el anédlisis del ensayo
Northern del ARN total extraido del higado de la tilapia
ecuatoriana enferma y se analizdé con tres mezclas de las
sondas que representan los segmentos 1, 4, 7 y 10 (Combo
1); 3, 6 y 9 (Combo 2); o 2, 5 vy 8 (Combo 3) para evitar
que la sefial se superponga de segmentos de tamafio similares
(tres paneles de 1la derecha). El1 ARN del virus de 1la
influenza A hibridizada con tres sonds que representan las
proteinas HA, NA y matriz que sirven como referencia de
tamafio (panel izquierdo). La figura 5B muestra el analisis
del ensayo Northern del ARN total extraido del cultivo de
las células infectadas con TiLV derivado del cerebro de la
tilapia de 1Israel o del sobrenadante del cultivo vy se
analiz6é con las tres mezclas de sondas. Los carriles 5, 8 y
11 muestran los resultados de los extractos de las células
del cultivo infectado (6 dpi); los carriles 6, 9 y 12
muestran los resultados de los extractos del sobrenadante
del cultivo infectado; los carriles 4, 7 y 10 muestran los

resultados de los extractos de las células del cultivo no
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infectado.

La figura 6 muestra los resultados del PCR
diagnéstico convencional wusando los cebadores disefiados
para amplificar el segmento 3 del genoma de TiLV. La figura
es una imagen de una electroforesis en gel de agarosa de
productos de amplificacidén obtenidos de extractos de &acidos
nucleicos del sobrenadante del cultivo celular infectado
con TiLV. El carril 1 y 12 son marcadores de tamafio. Los
carriles 2-10 son diluciones en serie de 2 veces del
extracto de &cidos nucleicos. El carril 11 es un control
negativo del sobrenadante del cultivo celular no infectado.

La figura 7 muestran los resultados de PCR en tiempo
real. La figura 7A es una curva de calibracidén que utiliza
los estandares de plésmido cuantitativo que representan la
secuencia objetivo del segmento de TilLV, que va desde 1 x
106 a 1 x 10! moléculas por ensayo. La figura 7B es una
curva de calibracidén que utiliza los estédndares de pléasmido
cuantitativo que representan la secuencia objetivo de 1la
actina beta de la tilapia, que va desde 1 x 10 a 1 x 10%
moléculas por ensayo. La figura 7C muestra la deteccidn del
TiLV auténtico en varias muestras de tejido de la tilapia
enferma de Israel usando cebadores disefiados de \

especificos para las secuencias de acido nucleico de TiLV.

Descripcién detallada de la invencién
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Las tilapias son importantes para la sustentabilidad
de los sistemas ecoldgicos y sirve como el segundo Jgrupo
més 1importante de peces cultivados en todo el mundo. La
invencién descrita en este documento se refiere a 1la
observacién de la mortalidad significativa de tilapias
silvestres y cultivadas en Israel y Ecuador.

En el presente documento se informa el aislamiento de
un virus sin descripcidén previa, sefialado como Virus de la
Tilapia del Lago o TiLV, de peces enfermos espontdneamente
y la induccidén de la enfermedad en la tilapia por este
agente. La incubacién de los extractos de las tilapias
enfermas, pero no sanas, con cultivos de células de pescado
(células del cerebro de tilapia primarias y E-11) dio lugar
a la aparicién del efecto citopatdédgeno o CPE en cultivos
infectados. Por otra parte, la inoculaciédén de
sobrenadantes, cosechados de estos cultivos, en tilapias
sin tratamiento resultdé en la aparicién de la enfermedad.
El TiLV fue aislado de nuevo en cultivos celulares de peces
experimentalmente infectados, y el agente indujo una
enfermedad similar después de la inoculacién de un nuevo
pez sin tratamiento. Ademés, una enfermedad
experimentalmente inducida fue alcanzada con un TiLV
purificado obtenido por diluciones de punto final. Cabe

seflalar, que los signos de la enfermedad de origen natural
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(decoloracidén, parches cuténeos, alteraciones oculares vy
letargo) fueron observados en la enfermedad
experimentalmente inducida. Las secuencias de TiLV fueron
amplificadas de ©peces enfermos 'y cultivos —celulares
infectados por TiLV pero no de peces sin tratamiento,
cultivos infectados por prueba o cultivos infectados por
otro agente (VNN) .

Varias 1lineas de evidencia indican que este agente
infeccioso es un virus. En primer lugar, el agente pasd por
filtros de 0.2 [UOm conservando su infectividad, descartando
la posibilidad de infeccidén por microorganismos mayores que
este tamafio de filtro (como bacterias y hongos). En segundo
lugar, el aspecto de CPE después de pasajes seriados del
agente en los cultivos celulares excluye la posibilidad de
un CPE inducido por la toxina filtrable. En tercer lugar,
las estructuras tipo virion fueron visualizadas por ME en
las células infectadas y en los sobrenadantes de 1los
cultivos de estas células. En cuarto lugar, se desmostrd la
actividad de CPE para las fracciones relativamente densas
de gradientes de sacarosa, similares a los viriones
montados conocidos. En gquinto lugar, el genoma de TiLV
encapsulado estd hecho de ARN, como lo demuestra el hecho
de que se amplificé sbd6lo por RT-PCR (y no por PCR) de
muestras de peces enfermos y de cultivos celulares dque

fueron inoculados con extractos de estos peces, asi como
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por el hecho de que esta amplificacidén era sensible a la
digestién inicial con RNasa I. Los genomas de ARN sélo se

conocen por producir virus. El1 andlisis de la ME vy la

sensibilidad de TiLV a disolventes orgénicos (éter o
cloroformo) que indica ademds que TiLV es un virus
envuelto.

La enfermedad inducida por TiLV en las tilapias fue
alcanzada por inyecciones intraperitoneales (i.p.) o por
convivencia. El modo de convivencia de  transmisién
demuestra la capacidad de TiLV para esparcirse por medio
del agua. Cabe sefilalar que, en estos experimentos, se
observaron las tasas relativamente altas de mortalidad para
las vias i.p. y transmitidas por el agua.

La existencia de ©peces que sobrevivieron a la
enfermedad inducida por TilLV fuertemente 1indica dque se
puede montar una respuesta inmune efectiva contra este
patdgeno. Esto tiene importantes aplicaciones para
estrategias de contencién de futuras enfermedades. Ademés
de la posibilidad del desarrollo de una vacuna, la
determinacién de la susceptibilidad de las diferentes
especies de tilapia a TiLV debe considerarse una medida de
contencién de la enfermedad. Esta nocidén se basa en las
diferencias bien documentadas en resistencia a las
enfermedades entre especies del mismo género.

Este trabajo proporciona también la caracterizacidn
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molecular de TiLV aislada de peces enfermos en Israel vy
Ecuador. Se identificaron diez segmentos del genoma TiLV
del virus en los peces de ambos lugares, resultando en las
SEQ ID NOs: 1-11. (SEQ ID NO: 1 es una versidén mas corta de
la SEQ ID NO: 9 - ambos son segmento 3 del genoma de TilV).
Las blUsquedas de homologia en la base de datos NCBI
proporcionaron un Unico éxito para el segmento 1 del genoma
(SEQ ID NO: 7) qgque indica una homologia muy diferente a la
polimerasa de ARN dependiente de ARN ortomixoviral. Esto
ademds indica que TiLV un nuevo patdgeno emergente para la
tilapia. A la luz de la amplia produccidén comercial de la
tilapia y el hecho de que la tilapia sirve como una fuente
primaria de proteina en el mundo en desarrollo, es muy
importante diagnosticar este nuevo patdégeno. La
amplificacién de las secuencias de TiLV de los peces
enfermos y los cultivos infectados por TilLV, descrita en
este trabajo, proporciona la base para un diagndéstico
basado en PCR, que permite la pronta deteccidén, vigilancia,
estudios epidemioldégicos y contencidén de la enfermedad.
Adicionalmente, las secuencias de TiLV pueden utilizarse
para las vacunas, es decir., composiciones inmunoldgicas,
para inducir la respuesta inmune contra TiLV en poblaciones
de tilapia.

El TiLV identificado en este documento es un nuevo

virus de ARN. Asi, las secuencias de &cidos nucleicos de
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ADNc no existen en la naturaleza. En otras palabras, las
secuencias de &cido nucleico de la SEQ ID NO: 1-11 no son
composiciones de origen natural que son notablemente
diferentes en estructura que las secuencias de ARN de TiLV
de origen natural. Adicionalmente cualquiera de las
modalidades de la invencidén como cebadores, sondas,
anticuerpos, composiciones inmunogénicas y células y lineas
celulares, que comprenden los acidos nucleicos de la SEQ ID
NOs: 1-11 tampoco ocurriria naturalmente.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con el
hallazgo de que el agente etioldégico de esta enfermedad es
un nuevo virus de ARN. En ciertos aspectos, la invencién
también se relaciona con los métodos utiles para aislar y
detectar el virus. Como se describe ademds en el presente
documento, el virus, denominado Virus de la Tilapia del
Lago (TiLV), puede propagarse en las células cerebrales de
la tilapia primaria o en una linea celular E-11. En ciertos
aspectos, la invencién se relaciona con el hallazgo de que
el virus puede inducir un efecto citopatico en los dias 5 a
10 después de 1la infeccién. En ciertos aspectos, la
invencién se relaciona a hallazgos de la microscopia
electrbénica que muestran la presencia de particulas
icosaédricas envueltas de 55 a 75 nm. En ciertos aspectos,
la invencidén se relaciona con el hallazgo de que el TiLV de

bajo paso, inyectado por via intraperitoneal en la tilapia,
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indujo una enfermedad similar a la enfermedad natural, que
normalmente se presenta con letargo, alteraciones oculares
y erosiones de la piel, con mas del 80% de mortalidad.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona con el
hallazgo de que los cambios histolégicos incluyen
congestién de los o6rganos internos (rifiones y cerebro) con
focos de gliosis y manguitos ©perivasculares de 1los
linfocitos en la corteza cerebral; la inflamacidén ocular
incluye endoftalmitis y cambios de cataratas del lente. En
ciertos aspectos, la invencién se relaciona con el hallazgo
de que la convivencia de los peces sanos y enfermos
demostraron que la enfermedad es contagiosa y que las
mortalidades (80 a 100%) ocurren en unos pocos dias. En
ciertos aspectos, la invencidén se relaciona con el hallazgo
de que los peces gque sobreviven la mortalidad inicial eran
inmunes a méds infecciones de TiLV, indicando el montaje de
una respuesta inmune protectora.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con el
hallazgo de que la selecciétn de bibliotecas de ADNc
identifico una secuencia especifica a TilV, permitiendo el
disefio de una prueba de diagnéstico basada en PCR. En
ciertos aspectos, la invencidén se refiere a pruebas dque
permiten la identificacidén especifica de TiLV en 1las
tilapias. Dicha prueba es atil para controlar la

propagacidén de este virus en todo el mundo.
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Definiciones

Los términos usados en esta descripcidén generalmente
tienen sus significados comunes en la materia, dentro del
contexto de esta invencidén y el contexto especifico donde
cada término es utilizado. Algunos términos se mencionan a
continuacién, o en otra parte de la descripcidn, para
proporcionar orientacidén adicional al practicante en la
descripcién de los métodos de la invencidén y cbdmo
utilizarlos. Ademas, se apreciard que lo mismo se puede
decir mads de una manera. Por lo tanto, se puede utilizar
lenguaje alternativo y sindénimos para uno o mas de 1los
términos discutidos en este documento, no se coloca un
significado especial a menos que el término sea elaborado o
mencionado en el presente documento. Se proporcionan
sinénimos para ciertos términos. Un recital de uno o mas
sinénimos no excluye el uso de los otros sindénimos. E1l uso
de ejemplos en cualquier parte de la descripciédn,
incluyendo ejemplos de cualquiera de los términos
discutidos en este documento, es ilustrativo solamente y de
ninguna manera limita el alcance vy significado de 1la
invencién o cualquier término ejemplificado. Asimismo, la
invencién no se limita a sus modalidades preferidas.

De acuerdo con la presente invencidén, puede haber
numerosas herramientas vy técnicas dentro de la materia,

tales como las aquellas habitualmente utilizadas en
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inmunologia molecular, inmunologia celular, farmacologia vy
microbiologia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (2001)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3ra ed. Cold Spring
Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, N.Y.; Ausubel
et al. eds. (2005) Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.; Bonifacino et al.
eds. (2005) Current Protocols in Cell Biology, John Wiley
and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.; Coligan et al. eds. (2005)
Current Protocols in Immunology, John Wiley and Sons, Inc.:
Hoboken, N.J.; Coico et al. eds. (2005) Current Protocols

in Microbiology, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.;

Coligan et al. eds. (2005) Current Protocols 1in Protein
Science, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.; and Enna
et al. eds. (2005) Current Protocols in Pharmacology, John

Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.

Las formas singulares "un/una", "uno/una" y "el/la"
incluye referentes plurales a menos dque el contexto
claramente dicte lo contrario.

El término "acerca de" se usa en el ©presente
documento para que signifique aproximadamente, en la regidn
de, aproximadamente, o alrededor. Cuando el término "acerca
de" se wutiliza en conjunto con un rango numérico, éste
modifica ese rango extendiendo los limites por encima y por
debajo de los valores numéricos establecidos. En general,

el término "acerca de" se utiliza aqui para modificar un
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valor numérico por encima y por debajo del wvalor indicado
por una variacién del 20%.

Como se utiliza en este documento, "TiLV" se refiere
a aislados del Virus de la Tilapia del Lago descritos en el
presente documento.

Como se utiliza en este documento, un "gen TiLV" se
refiere a cualquiera de los genes o segmentos de genes como
se describe en la SEQ ID Nos: 1-11, identificados en el
genoma de TiLV.

Como se utiliza en este documento, el término
"animal" se refiere a un vertebrado, incluyendo, pero no
limitado a, peces, (p. ej. tilapia).

"Substancialmente idénticos", en el contexto de dos
dcidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos o més
secuencias o subsecuencias que tienen al menos un 98%, al
menos 99% o més de una identidad de residuo de nucledtido o
aminoadcido, cuando se comparan y se alinean para la maxima
correspondencia, segun lo medido usando uno de los
siguientes algoritmos de comparacidén de secuencia o por
inspeccién visual.

"Porcentaje de identidad" en el contexto de dos o méas
secuencias de &cidos nucleicos o polipéptidos, se refiere
al porcentaje de nucledétidos o aminodcidos que dos o més
secuencias o subsecuencias contienen como iguales. Un

porcentaje especifico de nucledétidos puede denominarse
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como: identidad del 60%, ©5%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% o mads identidad
sobre una regidén determinada, cuando se compara y se alinea
para una maxima correspondencia sobre una ventana de
comparacién, o regidn sefialado segun lo medido usando uno
de los siguientes algoritmos de comparacién de secuencia o
por inspeccidén visual y alineacién manual.

Una "ventana de comparacién", como se utiliza en este
documento, incluye la referencia a un segmento de cualquier
numero de posiciones contiguas seleccionadas del grupo gue
consiste de 20 a 600, generalmente acerca de 50 a acerca de
200, mé&s generalmente de 100 a cerca de 150 en la que una
secuencia puede compararse a una secuencia de referencia
del mismo nUmero de posiciones contiguas después de que las
dos secuencias se alinean perfectamente. Los métodos de
alineacién de 1las secuencias para comparacién son Dbien
conocidos en la materia. La alineacién oOptima de las
secuencias para comparacién puede llevarse a cabo, por
ejemplo, por el algoritmo de homologia local de Smith vy
Waterman, (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, por el algoritmo
de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch, (1970) J.
Mol. Biol. 48: 443, por el método de busqueda de similitud
de Pearson y Lipman, (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. ESTADOS
UNIDOS 85: 2444, por aplicaciones computarizadas de estos

algoritmos (FASTDB (Intelligenetics), BLAST (National
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Center for Biomedical Information), GAP, BESTFIT, FASTA, vy
TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o por
alineacién manual e inspeccidén visual (ver, por ejemplo,
Ausubel) .

En el contexto de los &cidos nucleicos los simbolos
base pueden utilizarse para representar una posicidén en una
secuencia de 4cido nucleico que ©puede tener varias

alternativas posibles. Por ejemplo, "W" representa A o T;

"S" representa C o G; "M" representa A o C; "K" representa
G o T; "R" representa A o G; "Y" representa C o T; "B"
representa C, G o T; "D" representa A, G o T; "H"

representa A, C, o T; "V" representa A, C, o G.

Se entenderd que, para los polipéptidos de TiLV
particulares descritos en el presente documento, puede
existir wvariaciones naturales entre las cepas de TiLV
individuales. Estas variaciones pueden demostrarse por
(una) diferencia(s) del aminodcido en la secuencia general
O por supresiones, sustituciones, inserciones, inversiones
o adiciones de (un) aminoadcido(s) en dicha secuencia. Se
han descrito sustituciones de aminoadcidos gque no alteran
esencialmente las actividades bioldégicas e inmunolédgicas,
por ejemplo, por Neurath et al en "The Proteins" Academic
Press New York (1979). Los reemplazos de aminodcido entre

los aminoédcidos relacionados 15 o reemplazos que se han
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producido con frecuencia en la evolucidén son, entre otras
cosas, Ser/Ala, Gly/Ser, Asp/Asn, Asp/Gly, 1Ile/Val (ver
Dayhof, M. D., Atlas of protein sequence and structure,
Nat. Biomed. Res. Found., Washington D.C., 1978, wvol. 5,
supl. 3). Otras substituciones de aminocacido incluyen
Asp/Glu, Ser/Thr, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Vval,
Thr/Phe, Pro/Ala, Lys/Arg, Leu/Ile, Leu/Val vy Ala/Glu.
Basado en esta informacidén, Lipman y Pearson desarrollaron
un método para una comparacidédn de proteina rapida vy
sensible (Science (1985) 227:1435) y determinar la
similitud funcional entre las proteinas homélogas. Dichas
substituciones de aminodcido de las modalidades ejemplares
de esta invenciédn, asi como variaciones que tienen
supresiones e/o inserciones estdn dentro del alcance de la
invencién siempre que las proteinas resultantes retengan su
reactividad inmune. Se sabe que las secuencias de
polipéptidos que tienen un o mas variaciones de secuencias
de aminodcidos en comparacién con un polipéptido de
referencia todavia pueden ser Utiles para la generacidén de
anticuerpos que se unen el polipéptido de referencia.

Acidos nucleicos y sus usos

La presente invencidn proporciona secuencias de acido
nucleico de TiLV. Estas secuencias de 4&cidos nucleicos
pueden ser uUtiles para, entre otras cosas, expresién de sus

proteinas o fragmentos, variantes o derivados que codifican
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TiLV, generacién de anticuerpos contra las proteinas de
TiLV, generacidén de cebadores y sondas para la deteccidédn de
TilLV y/o para diagnosticar la infeccidén por TiLV, generando
composiciones inmunogénicas contra TiLV, vy seleccionar
farmacos eficaces contra TiLV como se describe en este
documento.

En ciertos aspectos, se proporcionan las secuencias
de 4cido nucleico de TiLV en la SEQ ID NOs: 1-11,
correspondientes a los segmentos de genoma de TiLV (ver
Tabla 2).

En ciertos aspectos, la invencién se dirige a una
secuencia de acidos nucleicos aislados de TiLV como se
proporciona en cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11

En ciertos aspectos, la invencién se dirige a un
acido nucleico aislado complementario a cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-11.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a una
secuencia de &cido nucleico de TiLV que tiene mas del 60%
de similitud a 1la secuencia de cualgquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11.

En ciertos aspectos, la invencién se dirige a
variantes de la secuencia de &cidos nucleicos aislados de
cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y sus fragmentos. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,

pero no se limitan a, secuencias de &cido nucleico que
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[

tiene al menos de acerca de 50% a acerca de 55% de
identidad a la de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,
pero no se limitan a, secuencias de 4&cido nucleico que
tiene al menos de acerca de 55.1 % a acerca de 60% de
identidad a la de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,
pero no se limitan a, secuencias de 4&cido nucleico que
tiene al menos de acerca de 60.1% a acerca de 65% de
identidad a la de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,
pero no se limitan a, secuencias de 4&cido nucleico que
tiene al menos de acerca de 65.1 % a acerca de 70% de
identidad a la de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,
pero no se limitan a, secuencias de &cido nucleico que
tiene al menos de acerca de 70.1% a acerca de 75% de
identidad a la de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,
pero no se limitan a, secuencias de &cido nucleico que
tiene al menos de acerca de 75.1% a acerca de 80% de
identidad a la de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,

pero no se limitan a, secuencias de &cido nucleico qgue

tiene al menos de acerca de 80.1% a acerca de 85% de
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identidad a la de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,
pero no se limitan a, secuencias de A&acido nucleico que
tiene al menos de acerca de 85.1% a acerca de 90% de
identidad a la de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,
pero no se limitan a, secuencias de A&cido nucleico que
tiene al menos de acerca de 90.1% a acerca de 95% de
identidad a la de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluye,
pero no se limita a, las secuencias de &cido nucleico que
tiene acerca del 95.1%, acerca del 95.5%, acerca del 96%,
acerca del 96.5%, acerca del 97%, acerca del 97.5%, acerca
del 98%, acerca del 98.5%, acerca del 99%, acerca del 99.5%
o acerca del 99.9% de identidad a cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11. Los programas y algoritmos para la alineacidén de
secuencias y comparacién del % de identidad y/o homologia
entre las secuencias de &cido nucleico son bien conocidas
en la materia, e incluyen BLAST, herramienta de alineacidn
SIM, y asi sucesivamente.

En una modalidad, la invencidén proporciona un &acido
nucleico aislado que tiene una secuencia substancialmente
idéntica a un &cido nucleico de cualguiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o su fragmento. En una modalidad adicional, 1la

invencidén proporciona un acido nucleico aislado que tiene
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una secuencia substancialmente idéntica a un &cido nucleico
complementario a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, o su
fragmento.

En una modalidad, la invencién se dirige a una
secuencia de acido nucleico aislado que comprende acerca de
10 a acerca de 50 nucledétidos consecutivos de cualguiera o
SEQ ID NOs: 1-11, o wuna secuencia complementaria a
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y su variante. En una
modalidad, la invencidén se dirige a una secuencia de &acido
nucleico aislado que comprende acerca de 10 a acerca de 100
nucledtidos consecutivos de cualgquiera o SEQ ID NOs: 1-11,
O una secuencia complementaria a cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11 y su variante. En una modalidad, la invencidén se
dirige a una secuencia de &cido nucleico aislado que
comprende acerca de 10 a acerca de 200 nucledétidos
consecutivos de cualquiera o SEQ ID NOs: 1-11, o wuna
secuencia complementaria a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11 y su variante. En una modalidad, la invencidén se dirige
a una secuencia de &cido nucleico aislado que comprende
acerca de 10 a acerca de 300 nucledétidos consecutivos de
cualqgquiera o SEQ ID NOs: 1-11, o) una secuencia
complementaria a cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y su
variante. En una modalidad, la invencidén se dirige a una
secuencia de &cido nucleico aislado gque comprende acerca de

10 a acerca de 400 nucledtidos consecutivos de cualquiera o



10

15

20

25

36

SEQ ID NOs: 1-11, O una secuencia complementaria a
cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y su variante. En una
modalidad, la invencidén se dirige a una secuencia de &cido
nucleico aislado que comprende acerca de 10 a acerca de 500
nucledtidos consecutivos de cualgquiera o SEQ ID NOs: 1-11,
O una secuencia complementaria a cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11 y su variante. En una modalidad, la invencidén se
dirige a wuna secuencia de 4&cido nucleico aislado que
comprende acerca de 10 a acerca de 600 nucledtidos
consecutivos de cualquiera o SEQ ID NOs: 1-11, o wuna
secuencia complementaria a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11 y su variante. En una modalidad, la invencidén se dirige
a una secuencia de &cido nucleico aislado que comprende
acerca de 10 a acerca de 700 nucledtidos consecutivos de
cualqgquiera o SEQ ID NOs: 1-11, o) una secuencia
complementaria a cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y su
variante. En una modalidad, la invencién se dirige a una
secuencia de &cido nucleico aislado gque comprende acerca de
10 a acerca de 800 nucledtidos consecutivos de cualqgquiera o
SEQ ID NOs: 1-11, o wuna secuencia complementaria a
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y su variante. En una
modalidad, la invencidén se dirige a una secuencia de &acido
nucleico aislado que comprende acerca de 10 a acerca de 900
o mads nucledtidos consecutivos de cualgquiera o SEQ ID NOs:

1-11, o una secuencia complementaria a cualquiera de las
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SEQ ID NOs: 1-11 y su variante. En una modalidad, la
invencién se dirige a una secuencia de 4acido nucleico
aislado que comprende acerca de 10 a acerca de 1000 o méas
nucledétidos consecutivos de cualgquiera o SEQ ID NOs: 1-11,
O una secuencia complementaria a cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11 y su variante. En una modalidad, la invencidén se
dirige a una secuencia de 4&cido nucleico aislado que
comprende acerca de 10 a acerca de 1200 o méas nucledtidos
consecutivos de cualquiera o SEQ ID NOs: 1-11, o wuna
secuencia complementaria a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11 y su variante. En una modalidad, la invencidén se dirige
a una secuencia de &cido nucleico aislado que comprende
acerca de 10 a acerca de 1400 o mas nucledtidos
consecutivos de cualquiera o SEQ ID NOs: 1-11, o wuna
secuencia complementaria a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11 y su variante. En una modalidad, la invencidén se dirige
a una secuencia de &cido nucleico aislado que comprende
acerca de 10 a acerca de 1640 o mas nucledtidos
consecutivos de cualquiera o SEQ ID NOs: 1-11, o wuna
secuencia complementaria a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11 y su variante.

Se incluyen en la invencidn secuencias de
polinucledétidos que son capaces de  hibridizar a las
secuencias de polinucleétidos reivindicados, incluyendo

cualgquiera de las secuencias de &cido nucleico divulgados
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en el presente documento, y sus fragmentos bajo diversas
condiciones de exigencia de los polinucledétidos homdélogos a
las secuencias ilustradas en la SEQ ID NOs: 1-11, se pueden
identificar, por ejemplo, por hibridacién entre si bajo
condiciones estrictas o bajo condiciones muy estrictas. EL
término "hibridacién de &cido nucleico" hace referencia a
un enlace de hidrdégeno antiparalelo entre dos Aacidos
nucleicos de tnica hebra, en el gque A hace par con T (o U
si un A&cido nucleico de ARN) y C hace par con G. Las
moléculas de &cido nucleico son "hibridizables" entre si
cuando al menos una hebra de una molécula de &cido nucleico
puede formar enlaces de hidrdégeno con las bases
complementarias de otra molécula de &cido nucleico Dbajo
condiciones de exigencia. La exigencia de una hibridacién
refleja el grado de identidad de la secuencia de los &cidos
nucleicos implicados, de manera gque cuanto mayor sea la
exigencia, mas similares son las dos hebras de
polinucledétido. La exigencia de la hibridacién se
determina, por ejemplo, por (i) la temperatura en que se
realiza la hibridacidén y/o lavado, y (ii) la fuerza idnica
y (iii) la concentracién de desnaturalizantes como la
formamida de la hibridacidén y soluciones de lavado, asi
como otros parédmetros. La hibridacién requiere que las dos
hebras contengan secuencias substancialmente

complementarias. Dependiendo de la exigencia de la
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hibridacién, sin embargo, se puede tolerar cierto grado de
desajustes. Bajo condiciones "de poca exigencia", se puede
tolerar un mayor porcentaje de desajustes (es decir, no
impedird 1la formacién de un hibrido antiparalelo). Las
condiciones de hibridacién para diversas exigencias se
conocen en la materia y son divulgadas en detalle en por 1lo
menos Sambrook et al.

En ciertos aspectos, la invencién se relaciona con un
dcido nucleico sintético que comprende los nucledtidos de
un &cido nucleico aislado (o no aislado) que tiene la
secuencia de las SEQ ID NOs: 1-11; wun acido nucleico
aislado (o no aislado) complementario a la secuencia de
cualquiera de 1las SEQ ID NOs: 1-11; wun A&cido nucleico
aislado (o no aislado) que tiene al menos alrededor del 60%
de identidad de secuencia a cualquiera de las SEQ ID NOs:
1-11; un &cido nucleico aislado (o no aislado) que tiene al
menos alrededor del 60% de identidad de secuencia a un
acido nucleico complementario a la secuencia de cualquiera
de las SEQ ID NOs: 1-11; un é&cido nucleico aislado (o no
aislado) que comprende al menos 10 nucledtidos consecutivos
de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11; un &cido nucleico
aislado (0 no aislado) que comprende al menos 10
nucledtidos consecutivos de un acido nucleico
complementario a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID

NOs: 1-11; un &cido nucleico aislado (o no aislado) gque
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comprende al menos 10 nucledtidos consecutivos de una
secuencia que tiene al menos 60% de identidad a cualquiera
de las SEQ ID NOs: 1-11; o un acido nucleico aislado (o no
aislado) que comprende al menos 10 nucledtidos consecutivos
de una secuencia que tiene al menos 60% de identidad a un
dcido nucleico complementario a la secuencia de cualquiera
de las SEQ ID NOs: 1-11.

En todavia otro aspecto, la invencidén proporciona un
dcido nucleico sintético que tiene una secuencia dque
consistede acerca de 10 a acerca de 30 nucledbdtidos
consecutivos de una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo de secuencia que consiste de SEQ ID
NOs: 1-11.

En todavia otro aspecto, la invencidén proporciona un
dcido nucleico sintético que tiene una secuencia dque
consiste de acerca de 10 a acerca de 30 nuclebdtidos
consecutivos que consiste de nucledétidos que tienen una
secuencia que es una variante de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11 que tiene al menos acerca del 95.1%, acerca del
95.5%, acerca del 96%, acerca del 96.5%, acerca del 97%,
acerca del 97.5%, acerca del 98%, acerca del 98.5%, acerca
del 99%, acerca del 99.5% o acerca del 99.9% de identidad a
cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

En todavia otro aspecto, la invencidn proporciona una

composicién que comprende uno o mas acidos nucleicos gque
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tiene una secuencia que consiste de acerca de 10 a acerca
de 30 nuclebétidos consecutivos de una secuencia de 4&cido
nucleico seleccionada del grupo de secuencia gque consiste
de SEQ ID NOs: 1-11.

En todavia otro aspecto, la invencidén proporciona una
composicién que comprende uno o mas &acidos nucleicos que
tiene una secuencia que consiste de acerca de 10 a acerca
de 30 nucledbdtidos consecutivos que consiste de nucledtidos
que tienen una secuencia que es una variante de cualquiera
de las SEQ ID NOs: 1-11 que tiene al menos acerca del
95.1%, acerca del 95.5%, acerca del 96%, acerca del 96.5%,
acerca del 97%, acerca del 97.5%, acerca del 98%, acerca
del 98.5%, acerca del 99%, acerca del 99.5% o acerca del
99.9% de identidad a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

En todavia otro aspecto, la invencidn proporciona un
dcido nucleico sintético que tiene una secuencia dque
consistede acerca de 10 a acerca de 30 nucledtidos
consecutivos de wuna secuencia de 4cido nucleico que es
complementaria a una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo de secuencia que consiste de SEQ ID
NOs: 1-11.

En todavia otro aspecto, la invencidén proporciona un
adcido nucleico sintético gque tiene una secuencia que
consiste de acerca de 10 a acerca de 30 nucledtidos

consecutivos que es complementario a un &acido nucleico que
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consiste de nucledtidos consecutivos gque tienen una
secuencia que es una variante de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11 que tiene al menos acerca del 95.1%, acerca del
95.5%, acerca del 96%, acerca del 96.5%, acerca del 97%,
acerca del 97.5%, acerca del 98%, acerca del 98.5%, acerca
del 99%, acerca del 99.5% o acerca del 99.9% de identidad a
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

En todavia otro aspecto, la invencidn proporciona una
composiciébn que comprende uno o mas Aacidos nucleicos que
tiene una secuencia que consistede acerca de 10 a acerca de
30 nucledtidos consecutivos de una secuencia de acido
nucleico que es complementaria a una secuencia de acido
nucleico seleccionada del grupo de secuencia gque consiste
de SEQ ID NOs: 1-11.

En todavia otro aspecto, la invencidn proporciona una
composicién que comprende uno o mas acidos nucleicos que
tiene una secuencia que consiste de acerca de 10 a acerca
de 30 nucledétidos consecutivos que es complementario a un
dcido nucleico que consiste de nucledétidos consecutivos que
tienen una secuencia que es una variante de cualquiera de
las SEQ ID NOs: 1-11 gue tiene al menos acerca del 95.1%,
acerca del 95.5%, acerca del 96%, acerca del 96.5%, acerca
del 97%, acerca del 97.5%, acerca del 98%, acerca del
98.5%, acerca del 99%, acerca del 99.5% o acerca del 99.9%

de identidad a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.



10

15

20

25

43

En otros aspectos la invencidén estd dirigida a las
secuencias de 4cido nucleico aislado como cebadores vy
sondas, que comprenden secuencias de 4&cido nucleico de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Dichos cebadores vy/o
sondas pueden ser Utiles para detectar la presencia de TiLV
de la invencidén, por ejemplo, en muestras de fluidos
corporales como sangre, saliva u orina de un animal y asi
pueden ser Utiles en el diagndéstico de infeccidén por TiLV.
Estas sondas pueden detectar polinucledétidos de cualguiera
de las SEQ ID NOs: 1-11 en las muestras que comprenden TiLV
representado por cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11. Los
dcidos nucleicos aislados gque se puede utilizar como
cebador y sondas son de longitud suficiente para permitir
la hibridacién con, es decir, formacidén de duplex con una
correspondiente secuencia de &cido nucleico objetivo, unas
secuencias de &cido nucleico de cualgquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11, o sus fragmentos y variantes.

El &4cido nucleico aislado de la invencidén que puede
ser utilizado como cebadores y/o sondas puede comprender
acerca de 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le6, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 40, 45, 50, 55 , 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95 y 100 nucledtidos consecutivos de
cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, o las secuencias

complementarias a cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 o sus
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variantes. La 1invencién también se dirige a cebador vy/o
sondas que pueden marcarse por cualquier molécula y/o marca
adecuada conocida en la materia, por ejemplo, pero no
limitado a, etiquetas fluorescentes adecuadas para uso en
la amplificacién por PCR en tiempo real, por ejemplo
TagMan, cybergreen, sondas TAMRA y/o FAM; radiomarcas y asi
sucesivamente. En ciertas modalidades, los cebadores vy/o
sondas de oligonucledétidos comprenden ademds una marca no
isotépica detectable seleccionada del grupo gue consiste
de: una molécula fluorescente, una molécula
gquimioluminiscente, una enzima, un cofactor, un sustrato de
la enzima y un hapteno.

En otro aspecto, la invencidén proporciona una sonda
de oligonucledétidos que comprende de alrededor de 10
nucledtidos a alrededor de 50 nucledtidos, en donde por 1lo
menos alrededor de 10 nuclebétidos contiguos son por 1o
menos 95% complementarios a una regidén objetivo de &acido
nucleico dentro de una secuencia de &acido nucleico de TiLV
en cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, en donde la sonda de
oligonucledétidos hibridiza a la regidén objetivo de 4&cido
nucleico bajo condiciones moderadas a extremadamente
exigentes para formar un duplex de sonda objetivo:
oligonucledétido de 4cido nucleico detectable. En una
modalidad, la sonda de oligonucledétido es por lo menos

aproximadamente 95.5%, aproximadamente 96%, aproximadamente
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96.5%, aproximadamente 97%, aproximadamente 97.5%,
aproximadamente 98%, aproximadamente 98.5%, aproximadamente
99%, aproximadamente 99.5% o) aproximadamente 99.9%
complementaria con las SEQ ID NOs: 1-11. En otra modalidad
la sonda de oligonuclebétido consiste esencialmente de
alrededor de 10 a alrededor de 50 nucledétidos.

En ciertos aspectos, la invencién se dirige a
conjuntos de cebadores gque comprenden Acidos nucleicos
aislados como se describe en el presente documento, dichos
conjuntos de cebador son adecuados para la amplificaciédn de
acidos nucleicos de muestras que comprende TiLV
representado por cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 o sus
variantes. Los conjuntos de cebador pueden comprender
cualquier combinacién adecuada de cebadores gque podrian
permitir la amplificacién de unas secuencias de &cido
nucleico objetivo en una muestra que comprende TiLV
representada por cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 o sus
variantes. La amplificacién puede realizarse por cualqgquier
método conocido en la materia, por ejemplo, pero no
limitado a PCR, RT-PCR, amplificacién mediada por
transcripcién (TMA) .

En ciertos aspectos, la invencidédn se relaciona a un
conjunto de cebador para determinar la presencia o ausencia
de TiLV en una muestra bioldgica, en donde el conjunto de

cebador comprende por lo menos una secuencia de 4acido
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nucleico sintético seleccionada del grupo que consiste del
dcido nucleico sintético descrito en el presente documento.

En ciertos aspectos, la invencidén proporciona un
conjunto de cebador para determinar la presencia o ausencia
de TiLV en una muestra bioldgica, en donde el conjunto de
cebador comprende al menos una secuencia de &cido nucleico
sintético seleccionada del grupo que consiste de: un &cido
nucleico sintético que tiene una secuencia que consiste de
alrededor de 10 a alrededor de 30 nucledtidos consecutivos
de una secuencia de &acido nucleico seleccionada del grupo
de secuencia dque consiste de SEQ ID NOs: 1-11 o sus
variantes como se describe en el presente documento; o un
dcido nucleico sintético que tiene una secuencia dque
consistede acerca de 10 a acerca de 30 nucledtidos
consecutivos de wuna secuencia de 4cido nucleico que es
complementaria a una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo de secuencia que consiste de SEQ ID
NOs: 1-11 o sus variantes como se describe en este
documento.

Los conjuntos de cebador pueden disefiarse por 1los
expertos en la materia usando las secuencias de las SEQ ID
NOs: 1-11. Ejemplos de pares de cebador utiles para 1los
métodos de deteccidén usando PCR son:

ME1 (SEQ ID NO: 23) y cebadores del clon 7450/150R

(SEQ ID NO: 16);
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Anidado ext-1 (SEQ ID NO: 24) y anidado ext-2 (SEQ ID
NO: 25);

NM-CLU7-SF1 (SEQ ID NO: 28) y NM-CLU7-SRI (SEQ ID NO:

29);

TiLV-CLU5-cF1 (SEQ ID NO: 30) y TiLV-CLU5-cR1 (SEQ ID
NO: 31); vy

CLUS5-ARNm-gF1l (SEQ ID NO: 34) y CLU5-ARNm-gRl (SEQ ID
NO: 35).

Con sonda opcional, sonda de CLU5S5-ARNm (SEQ ID NO:
36) .

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a un
método para determinar la presencia o ausencia de TiLV en
una muestra bioldgica, el método gque comprende: a) poner en
contacto el &4cido nucleico de una muestra bioldgica con al
menos un cebador gque es un &acido nucleico sintético de un
acido nucleico aislado (o no aislado) que tiene la
secuencia de cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11; un é&cido
nucleico aislado (o no aislado) complementario a la
secuencia de cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11; un é&cido
nucleico aislado (0 no aislado) que tiene al menos
alrededor del 60% de identidad de secuencia a cualquiera de
las SEQ ID NOs: 1-11; un é&cido nucleico aislado (o no
aislado) que tiene al menos alrededor del 60% de identidad
de secuencia a un acido nucleico complementario a la

secuencia de cualguiera de las SEQ ID NOs: 1-11; un é&cido
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nucleico aislado (o no aislado) que comprende al menos 10
nucledtidos consecutivos de cualquiera de las SEQ ID NOs:
1-11; un 4acido nucleico aislado (o0 no aislado) que
comprende al menos 10 nucledbdétidos consecutivos de un &acido
nucleico complementario a la secuencia de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-11; un acido nucleico aislado (o no aislado)
que comprende al menos 10 nucledbdétidos consecutivos de una
secuencia que tiene al menos 60% de identidad a cualquiera
de las SEQ ID NOs: 1-11; o un &cido nucleico aislado (o no
aislado) que comprende al menos 10 nucledtidos consecutivos
de una secuencia que tiene al menos 60% de identidad a un
dcido nucleico complementario a la secuencia de cualquiera
de las SEQ ID NOs: 1-11, b) someter el &4cido nucleico y el
cebador a las condiciones de amplificacidén y, c) determinar
la presencia o ausencia del producto de amplificacidén, en
donde la presencia del producto de amplificacidén indica la
presencia de ARN asociado con el TiLV de la muestra.

La invencién también se relaciona con un método para
determinar la presencia o ausencia de TiLV en una muestra
bioldégica, el método que comprende: a) poner en contacto el
dcido nucleico de una muestra Dbioldgica con un par de
cebador elegido del grupo que consiste de: MEl (SEQ ID NO:
23) y cebadores del clon 7450/150R (SEQ ID NO: 16); Anidado
ext-1 (SEQ ID NO: 24) y anidado ext-2 (SEQ ID NO: 25); NM-

CLU7-SF1 (SEQ ID NO: 28) vy NM-CLU7-SRI (SEQ ID NO: 29);
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TiLV-CLU5-cFl1 (SEQ ID NO: 30) y TiLV-CLU5-cR1 (SEQ ID NO:
31) y CLU5-ARNm-gFl (SEQ ID NO: 34) y CLUS5-ARNm-qRl (SEQ ID
NO: 35), b) someter el &cido nucleico y el par cebador a
las condiciones de amplificacién vy, «c¢) determinar 1la
presencia o ausencia del producto de amplificacién, en
donde la presencia del producto de amplificacién indica la
presencia de ARN asociado con el TiLV de la muestra.

En otros aspectos, la invencién se dirige a
constructos de expresidén, por ejemplo, pero no limitado, a
pléasmidos y vectores que comprenden la secuencia de &cido
nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, sus
secuencias complementarias, sus fragmentos vy variantes.
Dichos constructos de expresidén pueden prepararse por
cualquier método adecuado conocido en la técnica. Dichos
constructos de expresién son adecuados para la expresién vy
purificacidén de proteina y/o acido nucleico viral.

En ciertos aspectos, la invencién estd dirigida a las
moléculas de ARN de interferencia (ARNi) que dirige 1los
dcidos nucleicos de TilLV, por ejemplo, pero no limitado a
cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y sus variantes y el
silenciar un gen objetivo.

En ciertos aspectos, la invencidn proporciona un ARNi
que comprende una hebra sentido que tiene por lo menos 15
nucledtidos contiguos complementarios a la hebra anti-

sentido de un gen qgue comprende una secuencia de é&cido



10

15

20

25

50

nucleico seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NOs:
1-11.

En ciertos aspectos, la invencidén proporciona un ARNi
que comprende una hebra anti-sentido que tiene por lo menos
15 nucledtidos contiguos complementarios a la hebra sentido
de un gen qgue comprende una secuencia de &cido nucleico
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NOs: 1-11.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona con
ARNi que comprende al menos 15 nuclebdétidos consecutivos de
un &cido nucleico aislado (o no aislado) que tiene la
secuencia de cualguiera de las SEQ ID NOs: 1-11; un é&cido
nucleico aislado (o no aislado) complementario a la
secuencia de cualguiera de las SEQ ID NOs: 1-11; un é&cido
nucleico aislado (0 no aislado) que tiene al menos
alrededor del 60% de identidad de secuencia a cualquiera de
las SEQ ID NOs: 1-11; o un é&cido nucleico aislado (o no
aislado) que tiene al menos alrededor del 60% de identidad
de secuencia a un &cido nucleico complementario a la
secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

Un "agente de ARNi" (abreviatura para "agente de ARN
de interferencia") como se utiliza en el ©presente
documento, es un agente de ARN, que puede regular a la baja
la expresién de un gen objetivo, por ejemplo, un gen TiLV.
Un agente de ARNi puede actuar por uno o mas de un numero

de mecanismos, incluyendo escisidén postranscripcional de un
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objetivo de ARNm a veces referido en la materia como ARNi,
0 mecanismos pretranscripcional o pretraduccién. Un agente
de ARNi puede ser un agente de ARNi de doble hebra (ds).

Un "agente de ARNi ds" (abreviatura para "agente
de ARNi de doble hebra"), como se utiliza en el presente
documento, es un agente de ARNi que incluye méds de uno, y
en ciertas modalidades dos, las hebras en las gque se pueden
formar la hibridacién de intercadena de una regidén de
estructura diplex. Una "hebra" en este documento se refiere
a una secuencia contigua de nucledbtidos (incluyendo
nucledtidos modificados o de origen natural). Las dos o mas
hebras pueden ser, o cada una forma parte de, moléculas
separadas, o pueden estar covalentemente interconectadas,
por ejemplo, por un vinculador, por ejemplo, un vinculador
de polietilenglicol, para formar una molécula. Por lo menos
una hebra puede incluir una regién que es suficientemente
complementaria a un ARN objetivo. Dicha hebra se denomina
la "hebra antisentido". Una segunda hebra comprendida en el
agente de ARNds que comprende una regidén complementaria a
la hebra antisentido se denomina la "hebra sentido". Sin
embargo, un agente de ARNi ds puede también formarse a
partir de una sola molécula de ARN que es, al menos en
parte; autocomplementaria, formando, por ejemplo, una
estructura de horquilla o franja, incluyendo una regidn

duplex. En tal caso, el término "hebra" se refiere a una de
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las regiones de la molécula de ARN que es complementaria a
otra regién de la misma molécula de ARN.

Los agentes de ARNi descritos en el ©presente
documento, incluyendo los agentes de ARNi ds y agentes de
ARNsi, pueden mediar el silenciamiento de un gen, por
ejemplo, por la degradacién del ARN. Para su comodidad, tal
ARN es también conocido en el presente documento como el
ARN a silenciarse. Dicho gen también se conoce como un gen
objetivo. En algunas modalidades, el ARN a silenciarse es
un producto de gen de un gen de TilLV.

Como se utiliza en este documento, la frase "media
ARNi" se refiere a la capacidad de un agente a silenciarse,
de una forma especifica de secuencia, un gen objetivo.
"Silenciar un gen objetivo" significa el proceso por el gue
una célula que contiene y/o secreta un determinado producto
del gen objetivo cuando no estd en contacto con el agente,
contendra y/o secretard al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80% o 90% menos de tal producto de gen cuando se
pone en contacto con el agente, en comparacién con una
célula similar gque no se ha puesto en contacto con el
agente. Dicho producto del gen objetivo puede, por ejemplo,
puede ser un ARN mensajero (ARNm), una proteina o un
elemento regulador.

En los usos anti-virales de la presente invencidn, el

silenciamiento de un gen objetivo puede resultar en una
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reduccidén en el "titulo viral" en la célula o en el animal,
en donde "reduccidén en el titulo viral" se refiere a una
disminucién en el numero de virus viable producido por una
célula o se encuentran en un organismo gque se somete al
silenciamiento de un gen objetivo viral. La reduccidén en la
cantidad celular de virus producido puede 1llevar a una
disminucién en la cantidad de virus medible producida en
los tejidos de un animal que se somete a tratamiento y una
reduccibén en la severidad de los sintomas de la infeccidn
viral. Los agentes de ARNi de la presente invencidn se
denominan también como "agentes de ARNi antivirales".

En otros aspectos, la invencidén proporciona métodos
para reducir el titulo viral en un animal, mediante 1la
administracién a un animal, por lo menos un ARNi que inhibe
la expresién de un gen de TiLV.

En ciertos aspectos, la invencidédn proporciona métodos
para reducir los niveles de una proteina viral, ARNm viral
o titulo viral en una célula de un animal gque comprende:
administrar un agente de ARNi a un animal, en donde el
agente ARNi comprende una hebra sentido que tiene por 1lo
menos 15 nucledétidos contiguos complementarios a un
segmento de gen o genoma de TilLV que comprende una
secuencia de 4cido nucleico seleccionada del grupo de
secuencias que consisten de SEQ ID NOs: 1-11 y una hebra

anti-sentido que tiene por lo menos 15 nucledtidos
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contiguos complementarios a la hebra sentido. En una
modalidad, el método que ademds comprende administrar
conjuntamente un segundo agente de ARNi al animal, en donde
el segundo agente de ARNi comprende una hebra sentido que
tiene por lo menos 15 o més nuclebdtidos contiguos
complementarios a un segundo segmento de gen o genoma del
TiLV que comprende una secuencia de &cido nucleico
seleccionada del grupo de secuencias gque consiste de las
SEQ ID Nos: 1-11 y una hebra anti-sentido que tiene por 1lo
menos 15 nucledétidos contiguos complementarios a la hebra
sentido.

En ciertos aspectos, la invencidén proporciona un
método para reducir los niveles de una proteina viral de al
menos un gen de TiLV en wuna célula en un animal que
comprende: administrar un agente de ARNi a un animal, en
donde el agente ARNi comprende una hebra sentido que tiene
por lo menos 15 nucledétidos contiguos complementarios a un
gen de TiLV que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo de secuencias que consisten de las
SEQ ID NOs : 1-11 y una hebra anti-sentido que tiene por 1o
menos 15 nucledétidos contiguos complementarios a la hebra
sentido.

Polipéptidos aislados y sus usos

La invencién también se dirige a ©polipéptidos

aislados y sus variantes y derivados. Estos polipéptidos
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pueden ser Utiles para multiples aplicaciones, incluyendo,
pero no limitado a, generacidén de anticuerpos vy de
composiciones inmunogénicas. Por ejemplo, la invencidén se
relaciona a un polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12. Por
ejemplo, la invencidén se relaciona también a cualqguier
polipéptido aislado codificado por la secuencia de acido
nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, sus
fragmentos y variantes. Un péptido de al menos 8 residuos
de aminodcidos en longitud puede ser reconocido por un
anticuerpo MacKenzie et al. (1984) Biochemistry 23: 6544-
6549) . En ciertas modalidades, la invencidén se dirige a los
fragmentos de los polipéptidos descritos, en el presente
documento, que pueden, por ejemplo, usarse para dJgenerar
anticuerpos.

Asi, en ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a
un polipéptido aislado que tiene por lo menos alrededor de
80% de la identidad de secuencia al polipéptido de la SEQ
ID NO: 12. En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a
un polipéptido aislado que comprende al menos 8 aminoéadcidos
consecutivos del polipéptido de 1la SEQ ID NO: 12. En
ciertos aspectos, la invencidn se relaciona a un
polipéptido aislado gque comprende al menos 8 aminoacidos
que tienen al menos alrededor de 80% de identidad a 1la
secuencia del polipéptido de la SEQ ID NO: 12.

En un aspecto, la invencidén se dirige a variantes de
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polipéptido de un polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12.
Las variantes de los polipéptidos aislados de la SEQ ID NO:
12 incluyen, pero no se limitan a, secuencias de
polipéptidos gque tienen al menos de alrededor de 50% a
alrededor de 55% de identidad a 1la de un polipéptido
aislado de la SEQ ID ©NO: 12. ©Las variantes de un
polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12 incluyen, pero no
se limitan a, secuencias de polipéptidos que tienen al
menos de alrededor de 55.1 % a alrededor de 60% de
identidad a la de un polipéptido aislado de la SEQ ID NO:
12. Las variantes de un polipéptido aislado de la SEQ ID
NO: 12 incluyen, pero no se limitan a, secuencias de
polipéptidos que tienen al menos de alrededor de 60.1% a
alrededor de 65% de identidad a 1la de un polipéptido
aislado de la SEQ ID ©NO: 12. Las variantes de un
polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12 incluyen, pero no
se limitan a, secuencias de polipéptidos que tienen al
menos de alrededor de 65.1 % a alrededor de 70% de
identidad a la de un polipéptido aislado de la SEQ ID NO:
12. Las variantes de un polipéptido aislado de la SEQ ID
NO: 12 incluyen, pero no se limitan a, polipéptidos que
tienen al menos de alrededor de 70.1% a alrededor de 75% de
identidad a la de un polipéptido aislado de la SEQ ID NO:

12. Las variantes de un polipéptido aislado de la SEQ 1ID

NO: 12 incluyen, pero no se limitan a, secuencias de
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polipéptidos que tienen al menos de alrededor de 75.1% a
alrededor de 80% de identidad a 1la de un polipéptido
aislado de la SEQ ID ©NO: 12. Las variantes de un
polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12 incluyen, pero no
se limitan a, secuencias de polipéptidos que tienen al
menos de alrededor de 80.1% a alrededor de 85% de identidad
a la de un polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12. Las
variantes de un polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12
incluyen, pero no se limitan a, secuencias de polipéptidos
que tienen al menos de alrededor de 85.1% a alrededor de
90% de identidad a la de un polipéptido aislado de la SEQ
ID NO: 12. Las variantes de un polipéptido aislado de 1la
SEQ ID NO: 12 incluyen, pero no se limitan a, secuencias de
polipéptidos que tienen al menos de alrededor de 90.1% a
alrededor de 95% de identidad a 1la de un polipéptido
aislado de la SEQ ID ©NO: 12. Las variantes de un
polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12 incluye, pero no se
limita a, secuencias de polipéptido que tiene al menos de
alrededor de 95.1%, alrededor de95.5%, alrededor de 96%,
alrededor de 96.5%, alrededor de 97%, alrededor de 97.5%,
alrededor de 98%, alrededor de 98.5%, alrededor de 99%,
alrededor de 99.5% o alrededor de 99.9% de identidad al de
un polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12.

En un aspecto, la invencidén se dirige a variantes de

polipéptido de cualgquier polipéptido aislado codificado por
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la secuencia de &cido nucleico de cualgquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11. Las variantes de cualquiera de los polipéptidos
aislados codificados por el &acido nucleico de cualguiera de
las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen, pero no se limitan a,
secuencias de polipéptidos que tienen al menos de alrededor
de 50% a alrededor de 55% de identidad a 1la de un
polipéptido aislado codificado por la secuencia de é&cido
nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11. Las variantes de
cualquiera de los polipéptidos aislados codificados por 1la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID

NOs: 1-11 incluyen, pero no se limitan a, secuencias de

o0

polipéptidos que tienen al menos de alrededor de 55.1 a
alrededor de 60% de identidad a 1la de un polipéptido
aislado codificado por la secuencia de &cido nucleico de
las SEQ ID NOs: 1-11. Las variantes de cualquiera de 1los
polipéptidos aislados codificados por la secuencia de &cido
nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,
pero no se limitan a, secuencias de polipéptidos que tienen
al menos de alrededor de 60.1% a alrededor de 65% de
identidad a la de un polipéptido aislado codificado por la
secuencia de acido nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de los ©polipéptidos aislados
codificados por la secuencia de 4cido nucleico de

cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen, pero no se

limitan a, secuencias de polipéptidos que tienen al menos
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de alrededor de 65.1 % a alrededor de 70% de identidad a la
de un polipéptido aislado codificado por la secuencia de
dcido nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11. Las variantes de
cualquiera de los polipéptidos aislados codificados por 1la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11 incluyen, pero no se limitan a, polipéptidos que
tienen al menos de alrededor de 70.1% a alrededor de 75% de
identidad a la de un polipéptido aislado codificado por 1la
secuencia de acido nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de los ©polipéptidos aislados
codificados por la secuencia de 4cido nucleico de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen, pero no se
limitan a, secuencias de polipéptidos que tienen al menos
de alrededor de 75.1% a alrededor de 80% de identidad a la
de un polipéptido aislado codificado por la secuencia de
acido nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11. Las variantes de
cualquiera de los polipéptidos aislados codificados por 1la
secuencia de &cido nucleico de cualgquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11 incluyen, pero no se limitan a, secuencias de
polipéptidos que tienen al menos de alrededor de 80.1% a
alrededor de 85% de identidad a 1la de un polipéptido
aislado codificado por la secuencia de &cido nucleico de
las SEQ ID NOs: 1-11. Las variantes de cualquiera de 1los
polipéptidos aislados codificados por la secuencia de acido

nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen,
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pero no se limitan a, secuencias de polipéptidos que tienen
al menos de alrededor de 85.1% a alrededor de 90% de
identidad a la de un polipéptido aislado codificado por 1la
secuencia de &cido nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11. Las
variantes de cualquiera de los ©polipéptidos aislados
codificados por la secuencia de 4cido nucleico de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 incluyen, pero no se
limitan a, secuencias de polipéptidos que tienen al menos
de alrededor de 90.1% a alrededor de 95% de identidad a la
de un polipéptido aislado codificado por la secuencia de
dcido nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11. Las variantes de
cualquiera de los polipéptidos aislados codificados por 1la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11 incluye, pero no se limita a, secuencias de
polipéptido que tiene al menos de alrededor de 95.1%,
alrededor de95.5%, alrededor de 96%, alrededor de 96.5%,
alrededor de 97%, alrededor de 97.5%, alrededor de 98%,
alrededor de 98.5%, alrededor de 99%, alrededor de 99.5% o
alrededor de 99.9% de identidad al de cualguiera de las SEQ
ID NOs: 1-11.

La invencidén también se dirige a un polipéptido
codificado por un &cido nucleico que es complementario a
una secuencia de acido nucleico de cualguiera de las SEQ ID
NOs: 1-11, o sus fragmentos y variantes.

La invencidén se dirige a un polipéptido gque comprende
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de alrededor de 10 a alrededor de 50 aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 12 o sus variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido que comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 100 aminodcidos consecutivos
de la SEQ ID NO: 12 o sus variantes. La invencidén se dirige
a un polipéptido que comprende de alrededor de 10 a
alrededor de 150 aminodcidos consecutivos de la SEQ ID NO:
12 o sus variantes. La invencidén se dirige a un polipéptido
que comprende de alrededor de 10 a alrededor de 200
aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 12 o sus
variantes. La invencién se dirige a un polipéptido que
comprende de alrededor de 10 a alrededor de 250 aminoédcidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 12 o sus variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido gque comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 300 aminodcidos consecutivos
de la SEQ ID NO: 12 o sus variantes. La invencidén se dirige
a un polipéptido que comprende de alrededor de 10 a
alrededor de 350 aminoa&cidos consecutivos de la SEQ ID NO:
12 o sus variantes. La invencidén se dirige a un polipéptido
que comprende de alrededor de 10 a alrededor de 400
aminodcidos consecutivos de la SEQ ID NO: 12 o sus
variantes. La invencidén se dirige a un polipéptido que
comprende de alrededor de 10 a alrededor de 420 aminoécidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 12 o sus variantes. En

algunas modalidades, la invencidén se dirige a péptidos



10

15

20

25

62

aislados y purificados.

En algunas modalidades, los polipéptidos de 1la
presente invencidén pueden ser adecuados para usarse CoOmoO
antigenos para detectar anticuerpos contra la SEQ ID NO: 12
y sus variantes. En otras modalidades, los polipéptidos de
la presente invencién que comprenden determinantes
antigénicos pueden utilizarse en diversos inmunoensayos
para identificar animales expuestos a y/o muestras que
comprenden la SEQ ID NO: 12 y sus variantes.

La invencién se dirige a un polipéptido gque comprende
de alrededor de 10 a alrededor de 50 aminoacidos
consecutivos de cualquier polipéptido aislado codificado
por la secuencia de &cido nucleico de cualguiera de las SEQ
ID NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes.
La invencidén se dirige a un polipéptido gque comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 100 aminoadcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualgquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido que comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 150 aminoédcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La

invencién se dirige a un polipéptido gque comprende de



10

15

20

25

63

alrededor de 10 a alrededor de 200 aminodcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido que comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 250 aminodcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido que comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 300 aminoadcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido que comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 350 aminodcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualgquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido gque comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 400 aminoadcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La

invencién se dirige a un polipéptido que comprende de



10

15

20

25

64

alrededor de 10 a alrededor de 450 aminodcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido que comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 460 aminodcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido que comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 470 aminoacidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido que comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 480 aminoadcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualgquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La
invencién se dirige a un polipéptido que comprende de
alrededor de 10 a alrededor de 490 aminoadcidos consecutivos
de cualquier polipéptido aislado codificado por la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o variantes. La

invencién se dirige ademés a un polipéptido que comprende
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de alrededor de 10 a alrededor de 550 aminoacidos
consecutivos o més de cualquier polipéptido aislado
codificado por la secuencia de acido nucleico de cualquiera
de las SEQ ID NOs: 1-11, o sus secuencias complementarias o
variantes. En algunas modalidades, la invencién se dirige a
péptidos aislados y purificados.

En algunas modalidades, los polipéptidos de 1la
presente invencién pueden ser adecuados para usarse COmMo
antigenos para detectar anticuerpos contra TiLV
representado por cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y sus
variantes. En otras modalidades, los polipéptidos de 1la
presente invencidén que comprenden determinantes antigénicos
pueden utilizarse en diversos inmunoensayos para
identificar animales expuestos a y/o muestras que
comprenden TiLV representado por cualquiera de las SEQ ID

NOs: 1-11 y sus variantes.

Anticuerpos, métodos de fabricacién y métodos para

utilizarlos

En otro aspecto, la invencién se dirige a un
anticuerpo que especificamente se une a los aminoadcidos del
polipéptido de un polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12,
sus fragmentos y variantes, como se describe en el presente
documento. En una modalidad el anticuerpo es purificado.
Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Los

anticuerpos también pueden ser quiméricos (es decir, una



10

15

20

25

66

combinacién de secuencias de méds de una especie, por
ejemplo, una inmunoglobulina de humano-ratédn quimérica),
humanizado o) completamente humano. Los anticuerpos
especificos de especies evitar algunos de los problemas
asociados con los anticuerpos gque poseen las regiones
variables y/o constantes de otras especies. La presencia de
tales secuencias de proteinas de otras especies puede
conducir a la répida separacién de los anticuerpos o puede
conducir a la generacidén de una respuesta inmune contra el
anticuerpo por un anticuerpo.

En otro aspecto, la invencién se dirige a un
anticuerpo que especificamente se une a los aminodcidos del
polipéptido de cualgquier polipéptido aislado codificado por
la secuencia de &cido nucleico de cualguiera de las SEQ ID
NO: 1-11, sus fragmentos y variantes, como se describe en
el presente documento. En una modalidad el anticuerpo es
purificado. Los anticuerpos pueden ser policlonales o
monoclonales. Los anticuerpos también pueden ser quiméricos
(es decir, una combinacidén de secuencias de méds de una
especie, por ejemplo, una inmunoglobulina de humano-ratédn
quimérica), humanizado o completamente humano. Los
anticuerpos especificos de especies evitar algunos de 1los
problemas asociados con los anticuerpos que poseen las
regiones variables vy/o constantes de otras especies. La

presencia de tales secuencias de proteinas de otras
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especies puede conducir a la rapida separacién de 1los
anticuerpos o puede conducir a la generacidén de una
respuesta inmune contra el anticuerpo por un anticuerpo.

Un anticuerpo descrito en esta solicitud puede
incluir o derivarse de cualgquier mamifero, tal como pero no
limitado a, un pé&jaro, un perro, un humano, un ratdédn, un
conejo, una rata, un roedor, un primate o cualquier
combinacién de éstos e incluye anticuerpos adaptados por
CDR o injertado por CDR vy/o humanos, aviar, primates,
roedores, mamiferos, quiméricos, humanizados aislados,
inmunoglobulinas, productos de escisién y otras porciones y
sus variantes.

Cualguier método conocido en la materia para producir
anticuerpos pueden utilizarse para generar los anticuerpos
descritos en el presente documento. Los métodos ejemplares
incluyen inoculaciédén animal, visualizacidn de fago,
tecnologia de ratdédn transgénico y tecnologia de hibridoma.

Los anticuerpos de la presente invencidén pueden
utilizarse para modular la actividad de cualquier
polipéptido codificado por la secunecia de &acido nucleico
de cualquiera de 1las SEQ ID NOs: 1-11, sus variantes o
fragmentos. En ciertos aspectos, la invencidén se dirige a
un método para tratar un animal, el método que comprende
administrar al animal un anticuerpo que especificamente se

une a los aminoacidos del polipéptido de cualqguier
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polipéptido codificado por la secuencia de &acido nucleico
de cualquiera de 1las SEQ ID NO: 1-11, sus fragmentos vy
variantes, como se describe en el presente documento.

En ciertas modalidades, el anticuerpo que se una al
polipéptido de cualgquier polipéptido codificado por 1la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, sus fragmentos y variantes, como se describe en
este documento, pueden interferir o inhibir la funcién del
polipéptido, proporcionando asi un método para inhibir 1la
propagacidén % esparcimiento del virus. En otras
modalidades, el anticuerpo se une al polipéptido de
cualquier polipéptido codificado por la secuencia de é&cido
nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, sus
fragmentos y variantes, como se describe en este documento
vy no interfieren o inhiben la funcidén del polipéptido.

En otras modalidades, los anticuerpos de la invencién
pueden utilizarse para purificar un polipéptido de la SEQ
ID NO: 12, sus variantes o fragmentos como se describe en
este documento. En otras modalidades, los anticuerpos de la
invencidén pueden utilizarse para identificar la expresidn y
ubicacién del polipéptido de 1la SEQ ID NO: 12, sus
variantes, fragmentos o dominios. El1 anédlisis de 1la
expresién y localizacidén del polipéptido de la SEQ ID NO:
12 puede ser Util para determinar el papel potencial del

polipéptido de la SEQ ID NO: 12.
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En otras modalidades, los anticuerpos de la invenciédn
pueden utilizarse para purificar polipéptidos de cualquier
polipéptido codificado por la secuencia de &acido nucleico
de cualquiera de 1las SEQ ID NOs: 1-11, sus variantes o
fragmentos como se describe en este documento. En otras
modalidades, los anticuerpos de la invencidén pueden
utilizarse para identificar la expresidén y ubicacidén del
polipéptido de cualgquier polipéptido codificado por 1la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11, sus variantes, fragmentos o dominios. El
andlisis de la expresidén y ubicacién del polipéptido de
cualquier polipéptido codificado por la secuencia de é&cido
nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 pueden ser
utiles en determinar el papel potencial del polipéptido de
cualquier polipéptido codificado por la secuencia de é&cido
nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 vy sus
fragmentos y variantes.

En otras modalidades, los anticuerpos de la presente
invencién pueden usarse en varios i1nmunoensayos para
identificar animales expuestos a y/o muestras que
comprenden antigenos de TiLV representado por la SEQ ID NO:
12, y sus fragmentos y variantes, como se describe en el
presente documento.

En otras modalidades, los anticuerpos de la presente

invencién pueden usarse en varios i1nmunoensayos para



10

15

20

25

70

identificar animales expuestos a y/0 muestras que
comprenden antigenos de TiLV representado por cualquiera de
las SEQ ID NOs: 1-11, y sus fragmentos y variantes, como se
describe en el presente documento.

También puede utilizarse cualquier inmunoensayo
adecuado que puede conducir a la formacién del complejo
antigeno-anticuerpo. Las variaciones y diferentes formatos
de inmunoensayos, por ejemplo, pero no limitados a ELISA,
ensayos de flujo lateral para la deteccién de analitos en
muestras, inmunoprecipitacidén, son conocidos en la materia.
En diversas modalidades, el antigeno vy/o el anticuerpo
puede marcarse por cualquier marca o método adecuado
conocido en la materia. Por ejemplo, los inmunoensayos
enziméticos pueden utilizar soportes s6lidos o
inmunoprecipitacién. Los inmunoensayos que amplifican la
seflal del complejo inmune antigeno-anticuerpo puede
utilizarse también con los métodos descritos en este
documento.

En ciertos aspectos la invencidén proporciona métodos
para hacer un ensayo con una muestra para determinar 1la
presencia o ausencia de un TiLV que comprende la SEQ ID NO:
12, y sus fragmentos y variantes, como se describe en el
presente documento. En algunas modalidades, los métodos
para hacer un ensayo con la muestra incluyen, pero no se

limitan a, métodos que pueden detectar la presencia de los
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dcidos nucleicos, 1los métodos que pueden detectar la
presencia de antigenos, métodos que pueden detectar 1la
presencia de anticuerpos contra los antigenos de un
polipéptido de la SEQ ID NO: 12, o un polipéptido de la SEQ
ID NO: 12, sus fragmentos y variantes, como se describe en
el presente documento.

En ciertos aspectos la invencidédn proporciona métodos
para hacer un ensayo con una muestra para determinar 1la
presencia o ausencia de un TiLV que comprende cualquiera de
las SEQ ID NOs: 1-11, y sus fragmentos y variantes, como se
describe en el presente documento. En algunas modalidades,
los métodos para hacer un ensayo con la muestra incluyen,
pero no se limitan a, métodos gque pueden detectar la
presencia de los &cidos nucleicos, los métodos que pueden
detectar la presencia de antigenos, métodos gue pueden
detectar la presencia de anticuerpos contra los antigenos
de polipéptidos codificados por cualgquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, o cualquiera de los polipéptidos codificados por
la secuencia de &cido nucleico de cualgquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11, sus fragmentos y variantes, como se describe en
el presente documento.

Kits

También se proporcionan kits para practicar uno o més
de los métodos anteriormente descritos.

Sus kits y reactivos de la materia pueden variar
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mucho. Los reactivos de interés incluyen reactivos
disefiados especificamente para uso en la determinacidén de
si un animal tiene TilV.

Un tipo de reactivo que se adapta especificamente
para la deteccidén del TiLV es al menos un cebador de
oligonucleétidos especificos de las SEQ ID NOs: 1-11 para
amplificar &cidos nucleicos obtenidos de una muestra
biolégica y, opcionalmente, al menos un cebador adecuado
para permitir la secuenciacién del acido nucleico
amplificado y la determinacién de la presencia de la
mutacién.

Ejemplos de cebadores que pueden ser incluidos como
reactivos son:

ME1 (SEQ ID NO: 23) y cebadores del clon 7450/150R
(SEQ ID NO: 16);

Anidado ext-1 (SEQ ID NO: 24) y anidado ext-2 (SEQ ID
NO: 25);

NM-CLU7-SF1 (SEQ ID NO: 28) y NM-CLU7-SRI (SEQ ID
NO: 29);

TiLV-CLU5-cF1 (SEQ ID NO: 30) vy TiLV-CLU5-cRl
(SEQ ID NO: 31); vy

CLU5-ARNm-gF1 (SEQ ID NO: 34) y CLU5-ARNm-gR1 (SEQ ID
NO: 35).

con sonda opcional, sonda de CLU5-ARNm (SEQ 1ID

NO: 36).
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Otro tipo de reactivo es una o més sondas de &acido
nucleico gque comprende o complementario de las SEQ ID NOs:
1-11. En wuna modalidad, una o méds sondas estdn en una
formacién de matriz. Una variedad de diferentes formatos de
matriz es conocida en la materia con una gran variedad de
diferentes estructuras de sonda, composiciones de substrato
y las tecnologias de fijacién. En algunas modalidades, las
matrices incluyen al menos dos sondas de 4cido nucleico, en
una modalidad més preferida, al menos 5 sondas de &cido
nucleico, en una modalidad més preferida, al menos 10
sondas de &cido nucleico, en una modalidad méas preferido,
al menos 15 sondas de &cido nucleico, en una modalidad més
preferida, al menos 25 de sondas de &cido nucleico, y en
una modalidad mas preferida, al menos 50 sondas de &cido
nucleico, dichas sondas de &cido nucleico que comprende o
complementa las SEQ ID NOs: 1-11.

Un tipo adicional del —reactivo es uno o mas
anticuerpos como se describe en el presente documento dque
especificamente se une a los aminodcidos del polipéptido de
un polipéptido aislado de la SEQ ID NO: 12, sus fragmentos
y variantes, o aminocdcidos del polipéptido de cualquier
polipéptido aislado codificado por la secuencia de acido
nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, sus
fragmentos y variantes.

El kit de la invencidén puede incluir los cebadores,
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sondas, matrices y anticuerpos descritos anteriormente, asi
como reactivos adicionales empleados en los diversos
métodos, tales como: reactivos de marcado; enzimas como la
transcriptasa inversa, polimerasas de ADN vy ARN, %
similares; diferentes tampones, como hibridacidén y tampones
de lavado; generacidén de sefial y reactivos de deteccidn; y
reactivos para el aislamiento de &cidos nucleicos a partir
de una muestra. Ademds, el kit puede incluir instrucciones
para la practica de los métodos de la presente invencién.

La invencién también cubre los sistemas para
practicar uno o més de los métodos anteriormente descritos.
Los sistemas del tema pueden variar mucho pero suelen
incluir al menos un elemento para detectar TiLV, es decir,
uno o mas reactivos descritos anteriormente para la
deteccidén de TiLV, incluyendo cebadores, sondas, matrices,
anticuerpos y reactivos adicionales para la préactica de los
métodos de la invencidn.

Composiciones inmunogénicas, métodos de fabricacién y

métodos para utilizarlos

Como se utiliza en el presente documento, el término
composicién inmunogénica se refiere a una composicidédn capaz
de inducir una respuesta inmunogénica en un animal o una
célula. Como se utiliza en el presente documento, la
referencia a una composicién inmunogénica puede incluir una

vacuna.
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En ciertos aspectos, la presente invencién
proporciona composiciones inmunogénicas capaces de inducir
una respuesta 1inmune contra TiLV incluyendo TilLV de 1la
invencién que comprende un &acido nucleico de cualquiera de
las SEQ ID NOs: 1-11 o sus fragmentos o variantes, o que
comprende una secuencia de ADNc complementaria a la hebra
sentido o anti-sentido de cualquiera de las SEQ ID NOs: -11
o sus fragmentos o variantes, O gque comprende un
polipéptido codificado por cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11, o una secuencia de ADNc complementaria a la hebra
sentido o anti-sentido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11, o gque comprende un polipéptido que comprende SEQ ID NO:
12 o sus fragmentos o variantes, o que comprende un TilLV
muerto o atenuado.

En ciertos aspectos, la invencidén se relaciona a una
composicién inmunogénica que comprende cualgquier A4cido
nucleico o polipéptido del TilLV descrito en el presente
documento, incluyendo variantes y fragmentos.

En una modalidad, las composiciones inmunogénicas son
capaces de atenuar los sintomas de una infeccidén por TiLV
y/o de reducir la duracidén de una enfermedad asociada al
TiLV. En otra modalidad, las composiciones inmunogénicas
son capaces de inducir inmunidad protectora contra la
enfermedad asociada al TiLV. Las composiciones

inmunogénicas de la invencidén pueden ser eficaces contra
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los wvirus TiLV divulgados en el presente documento, vy
también pueden hacer reaccidédn cruzada con, y eficaz contra,
miltiples diferentes clados y cepas de TilLV, y contra otros
ortomixovirus.

En otra modalidad, la invencidén proporciona un método
para inducir una respuesta inmune en un animal, el método
que comprende administrar un &cido nucleico de TiLV, un
polipéptido de TiLV o una composicidén inmunogénica de TiLV
al animal. Los métodos para administrar polipéptidos a 1los
animales y los métodos para generar respuestas inmunes en
animales mediante la administracién de péptidos
inmunogénicos en cantidades inmunogénicamente eficaces se
conocen en la materia.

Los tipos de composicién inmunogénica incluidos por
la invencién incluyen, pero no se limitan a, composiciones
inmunogénicas virales vivas atenuadas, composiciones
inmunogénicas virales (asesinados) inactivadas %
composiciones inmunogénicas de subunidad.

Los virus de TiLV de la invencidén pueden atenuarse
por la eliminacidén o interrupcidédn de las secuencias virales
cuyos productos provocan o contribuyen a la enfermedad vy
los sintomas asociados con la infeccidén por TilV, y dejando
intactas aquellas secuencias requeridas para la replicaciédn
viral. De esta manera se puede producir un TiLV atenuado

que replica en animales, y que induce una respuesta inmune
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en animales, pero que no induce la enfermedad nociva y los
sintomas generalmente asociados con la infeccidén por TiLV.
Un experto en la materia puede determinar que las
secuencias de TiLV pueden o) deben eliminarse o)
interrumpirse, y que las secuencias deben dejarse intactas,
con el fin de generar un TilLV atenuado adecuado para uso
como una composicidédn inmunogénica.

El nuevo TiLV de 1la invencién pueden también ser
inactivados, tal como por tratamiento guimico, para "matar"
los virus de manera gue ya no sean capaces de replicarse o
provocar una enfermedad en los animales, pero todavia
inducen una respuesta inmune en un animal. Hay muchos
métodos de inactivacidén viral adecuados conocidos en la
materia y un experto en la materia puede facilmente
seleccionar un método adecuado y producir un TiLV "muerto"
inactivado adecuado para uso como una composicidn
inmunogénica.

Las composiciones inmunogénicas de la invencidn
pueden comprender composiciones inmunogénicas de subunidad.
Las composiciones inmunogénicas de subunidad incluyen
composiciones inmunogénicas de acido nucleico como
composiciones inmunogénicas de ADN, gque contienen &cidos
nucleicos que codifican una o mas proteinas o subunidades
virales, o porciones de esas proteinas o subunidades. Al

usar tales composiciones inmunogénicas, el &cido nucleico
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es administrado al animal, vy los péptidos o proteinas
inmunogénicas codificadas por el &cido nucleico se expresan
en el animal, de manera que se genera una respuesta inmune
contra las proteinas o péptidos en el animal. Las
composiciones inmunogénicas de subunidad también pueden ser
composiciones inmunogénicas proteinicas, gque contienen sus
proteinas virales o subunidades, o porciones de aquellas
proteinas o subunidades.

Para realizar las composiciones inmunogénicas de
dcido nucleico y ADN de la invencidén, las secuencias de
TiLV divulgadas en el presente docuemento pueden
incorporarse en un vector plésmido o de expresién que
contiene el A&cido nucleico que codifica 1la proteina o
péptido viral. Puede utilizarse cualquier plésmido o vector
de expresidén capaz de dirigir la expresidén de la proteina o
péptido en el animal. Dichos plésmidos o vectores de
expresién deben incluir un promotor adecuado para dirigir
la transcripcién del &cido nucleico. Las secuencias de
acido nucleico que codifica la proteina o péptido de TiLV
también puede incorporarse en un virus recombinante
adecuado para la administracién al animal. Ejemplos de
virus adecuados incluyen, pero no se limitan a, virus,
vacuna, retrovirus, adenovirus y virus asociado a adeno. Un
experto en la materia puede facilmente seleccionar un

plésmido, vector de expresién o virus recombinante
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adecuados para el suministro de las secuencias de &cidos
nucleicos de TiLV de la invencién.

Para producir las composiciones inmundégénicas
proteinicas de la invenciédén, las secuencias de é&cido
nucleico de TiLV de 1la invencidén se suministran a las
células cultivadas, por ejemplo, transfectando las células
cultivadas con plésmidos o vectores de expresién que
contienen secuencias de acido nucleico de TiLV, o)
infectando células cultivadas con virus recombinantes gque
contienen secuencias de 4cido nucleico de TilLV. Los
péptidos o proteinas de TiLV pueden ser expresados en las
células cultivadas y purificados. Las proteinas purificadas
después pueden incorporarse en las composiciones adecuadas
para la administracién a los animales. Los métodos vy
técnicas para la expresién vy purificaciédn de proteinas
recombinantes son bien conocidas en la materia, y pueden
utilizarse cualesquiera tales métodos adecuados.

Las composiciones inmunogénicas de subunidad de 1la
presente invencidén pueden codificar o contener cualquiera
de las proteinas o péptidos de TiLV descritos en el
presente documento, o) cualquiera de sus porciones,
fragmentos, derivados o mutantes, gque son inmunogénicos en
un animal. Un experto en la materia puede probar facilmente
la inmunogenicidad de las proteinas y péptidos de TiLV

descritos en el presente documento, y pueden seleccionar
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péptidos o proteinas para usar en las composiciones
inmunogénicas de subunidad.

La produccién de las composiciones inmunogénicas vy
virus de TiLV también se puede realizar mediante un sistema
de expresidén recombinante que expresa TiLV, una proteina de
TiLV, un fragmento de una proteina de TiLV o una variante
de una proteina viral de TiLV. El sistema de expresiédn
puede comprender cualquier plasmido o un constructo de
expresién lineal adecuado conocido en la materia.

El virus de TilLV y las composiciones inmunogénicas
descritas en el presente documento se pueden producir en
las células. La produccién de los virus de TiLV vy
composiciones inmunogénicas descritos en el ©presente
también puede realizarse en cualquier medio Gtil y célula o
tejidos permisivos, que pueden derivarse lineas celulares
de peces u otros animales. Como se utiliza en este
documento, una célula o un tejido puede incluir, pero no se
limita a células individuales, tejidos, dérganos, células de
insectos, células de peces, células de mamiferos, células
de hibridomas, células primarias, lineas celulares
continuas vy/o células genéticamente modificadas, como
células recombinantes que expresan un virus. Por ejemplo,
la produccidén del virus de TiLV y composiciones
inmunogénicas puede ser en cualquier tipo de <célula,

incluyendo pero no limitado a las células de la tilapia.
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Las lineas celulares adecuadas para producir el virus de
TiLV y composiciones inmunogénicas descritas en el presente
documento. El sistema de cultivo celular para producir el
virus de TiLV y composiciones inmunogénicas descritas en el
presente documento puede ser un cultivo de monocapa
adherente tradicional. Alternativamente, los sistemas de
cultivo <celular de microportador vy suspensidén también
pueden utilizarse.

Las composiciones inmunogénicas descritas en el
presente documento pueden comprender una vacuna de TiLV
muerta o inactivada. La composicidén inmunogénica inactivada
se puede realizar por métodos bien conocidos en la técnica.
Por ejemplo, una vez que TiLV se propaga a altos titulos,
la masa antigénica de TiLV podria obtenerse por métodos
bien conocidos en la materia. Por ejemplo, la masa
antigénica viral de TiLV puede obtenerse por dilucidn,
concentracidén o extraccidédn. Todos estos métodos han sido
empleados para obtener una apropiada masa antigénica de
TiLV para producir composiciones inmunogénicas. TiLV puede
ser inactivado por tratamiento con formalina (por ej. 0.1-
10%), betapropriolactona (BPL) (por ejemplo, 0.01-10%), o
con etilenimina binaria (BEI) (p. ej. 1-10 mM), o usando
otros métodos conocidos por los expertos en la materia.

Ademds de la produccién de TiLV muerta, diversos

medios de atenuacidén también son posibles y son bien
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conocidos y descritos en la materia. La atenuacidén que
lleva a composiciones inmunogénicas vivas modificadas
también pueden usarse en conjunto con las composiciones y
métodos descritos en el presente documento. Los métodos de
atenuacién adecuados para uso con los virus descritos en el
presente documento incluyen paso continuo en el cultivo
celular, paso continuo en animales, diversos métodos para
la generacién de modificaciones genéticas y mutagénesis
ultravioleta o gquimica.

La atenuacién de TiLV puede lograrse a través de
adaptacién en frio de una cepa de TiLV. Las cepas del virus
de TiLV adaptadas en frio se pueden producir por métodos
que incluye pasar un virus de TilLV tipo silvestre, seguido
por la deteccidén de TiLV que crece a una temperatura menor.
El TilLV adaptado en frio se puede producir, por ejemplo,
pasando secuencialmente un TiLV de tipo silvestre en las
células embrionadas o huevos de gallina a temperaturas
progresivamente mads bajas, seleccionando asi ciertos
miembros de mezcla de TilLV que replican de manera estable
en la temperatura reducida. Una cepa de TiLV adaptada en
frio puede presentar un fenotipo sensible a la temperatura.
Un TiLV adaptado en frio sensible a la temperatura se
replica a temperaturas menores, pero ya no se replica en
ciertas temperaturas mayores de crecimiento en las que el

TiLV de tipo silvestre se replicarédn. Una temperatura en la
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cual un TiLV sensible a la temperatura crecerd es
denominado en el presente documento como una temperatura
"permisiva" para ese TiLV sensible a la temperatura, y una
temperatura mayor en la que el TiLV sensible a la
temperatura no crecerd, pero en la que un correspondiente
TiLV de tipo silvestre crecerd, se denomina en el presente
documento como una temperatura "no permisiva" para ese TiLV
sensible a la temperatura. Un TiLV adaptado en frio también
puede ser producido por medios recombinantes. En este
enfoque, una o mé&s mutaciones especificas, asociadas con
una adapatacién en frio, atenuacidén, sensibilidad a 1la
temperatura o) fenotipos de interferencia dominante
identificados, pueden identificarse y se introducen en una
cepa de TiLV tipo silvestre usando un enfoque de genética
inversa. Las implicaciones de 1la genética inversa pueden
realizarse usando complejos de polimerasa de ARN aislados
de células infectadas por TiLV para transcribir segmentos
de genoma de TilLV artificiales que contienen la(s)
mutacién (es), incorporando el (los) segmento (s) de ARN
sintetizados en las particulas de virus usando un virus
ayudante, y después seleccionar los virus que contienen los
cambios deseados.

La atenuacién de un TiLV puede lograrse pasando en
serie una cepa de TiLV de tipo silvestre en el cultivo

celular. La cepa de TiLV puede pasarse en una variedad de
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sistemas celulares hasta que su capacidad para producir la
enfermedad se pierde mientras que su caracter inmunogénico
es completamente retenido. Una vez 1inoculado en el
anfitrién, el TiLV puede ser capaz de la multiplicacién
hasta cierto punto. Por ejemplo, se pueden preparar las
composiciones de TilLV atenuadas de la linea celular gque ha
sido atenuada por el paso en serie incluyendo el paso en
serie en temperaturas sub-éptimas a un estado donde ya no
es capaz de provocar una enfermedad, pero todavia es capaz
de suscitar una respuesta inmune protectora.

Las cepas de TiLV atenuadas adecuadas también se
pueden obtener por el paso en serie para obtener una cepa
sobre atenuada. La "sobre atenuacién" significa que el
namero de pasa’jes para la atenuaciodén ha sido
substancialmente mayor que lo que es normalmente necesario
para la eliminacién de la patogenicidad. E1 TiLV atenuado
retiene su antigenicidad después de estos numerosos pasajes
de manera gque su capacidad inmunogénica no se deteriora.
Dichas cepas practicamente no producen sintomas o efectos
secundarios cuando se administran, vy por lo tanto son
vacunas seguras y eficaces.

Los métodos de purificacidén del wvirus inactivo son
conocidos en la materia y pueden incluir uno o mas de, por
ejemplo, centrifugacién de gradiente, ultracentrifugacidn,

ultracentrifugacién de flujo continuo y cromatografia, tal
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como cromatografia de intercambio idénico, cromatografia por
exclusién de tamafio y cromatografia de afinidad liquida.
Los métodos de purificacién adicionales incluyen
ultrafiltracidén y dialfiltraciédn.

Otros ejemplos de métodos de purificacidén adecuados
para uso en la invencién incluyen ©precipitacién de
polietilenglicol o sulfato de amonio (véase Trepanier et
al. (1981) Journal of Virological Methods 3:201-711; Hagen
et al. (1996) Biotechnology Progress 12:406-412; and
Carlsson et al. (1994) Journal of Virological Methods
47:27-36) asi como ultrafiltracidén y microfiltracidn (véase
Pay et al. (1985) Developments in Biological
Standardization 60:171-174; Tsurumi et al. (1990) Polymer
Journal 22:1085-1100; and Makino et al. (1994) Archives of
Virology 139:87-96).

Los virus pueden ser purificados mediante
cromatografia, tal como cromatografia de intercambio
iénico. La purificacidén cromatica permite la produccidédn de
grandes volumenes de virus gque contiene la suspensién. E1
producto viral de interés puede interactuar con el medio
cromdtico por un mecanismo simple de adsorcidén/desorcidn, y
se pueden procesar grandes volumenes de muestra en una sola
carga. Los contaminantes que no tienen afinidad para 1lo
adsorbente pasan a través de la columna. El material de

virus luego puede ser eluido en forma concentrada.
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Las resinas de intercambio anidénico gque se pueden
utilizar incluyen pero no se limitan a DEAE y EMD TMAE. Las
resinas de intercambio catidénico pueden comprender una
superficie modificada por &cido sulfénico. E1 wvirus puede
ser purificado wusando una cromatografia de intercambio
iénico que comprende una resina de intercambio anidnico
fuerte (por ejemplo, EMD TMAE) para la primera etapa y EMD-
SO3 (resina de intercambio catidénico) para la segunda
etapa. Una etapa de cromatografia de afinidad de unidén a
metal puede ser opcionalmente incluida para posterior
purificacidén. (Véase, p. ej., WO 97/06243).

Una resina como Fractogel EMD también se puede
utilizar. Esta resina a base de metacrilato sintético tiene
cadenas de polimero lineales, largas unidas de manera
covalente 'y permite una gran cantidad de ligandos
estéricamente accesibles para el enlace de biomoléculas sin
ningtn impedimento estérico.

La cromatografia de afinidad 1liquida Dbasada en
columna es otro método de purificacidén gque puede ser usado
de la invencidén. Un ejemplo de una resina para su uso en el
método de purificacidén es Sulfato de Celufina Matrex (MCS).
El MCS consiste de una matriz de celulosa esférica rigida
(aproximadamente 45-105. mu.m de didmetro) del limite de
exclusién de 4.98162e-21 g (3,000 Daltons) (su estructura

de poro excluye macromoléculas), con una concentracidédn baja
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de funcionalidad de éster sulfato en la posicidén 6 de la
celulosa. Como el 1ligando funcional (éster sulfato) estéa
relativamente altamente disperso, presenta una densidad de
carga catidénica insuficiente para permitir que las
proteinas més solubles se adsorban sobre la superficie del
grano. Por lo tanto, el volumen de la proteina encontrada
en los grupos normales de virus (sobrenadantes de cultivo
celular, por ej. pirdbgenos y proteinas mas contaminantes,
asi como los acidos nucleicos y endotoxinas) se lavan de la
columna y se alcanza un grado de purificacidén del virus
enlazado.

Los virus inactivados pueden purificarse ademéds por
centrifugacién del gradiente, o centrifugacidédn de gradiente
de densidad. Para la operacidén de escala comercial una
centrifugacién de gradiente de sacarosa de flujo continuo
seria una opcidén. Este método es ampliamente utilizado para
purificar las composiciones inmunogénicas antivirales y se
conocen por un experto en la materia.

Los métodos de purificacidén adicionales gque pueden
utilizarse para purificar el virus de la invencidén incluyen
el uso de un agente degradante de A&cido nucleico, una
enzima degradante de &cido nucleico, tal como una nucleasa
que tiene actividad DNasa y RNasa, o una endonucleasa, tal
como de Serratia marcescens, absorbedores de membrana con

grupos funcionales aniénicos o etapas adicionales



10

15

20

25

88

cromatograficas con grupos funcionales anidénicos (ej. DEAE
o TMAE). Una wultrafiltracién/dialfiltracién y etapa de
filtracién estéril final podrian afiadirse también al método
de purificaciédn.

La preparacién viral purificada de la invencidén esté
sustancialmente libre de proteinas contaminantes derivadas
de las células o cultivos celulares y pueden comprender
menos de 1000, 500, 250, 150, 100 o 50 pg de &cido nucleico
celular/antigeno de virus .mu.g, y menos de alrededor de
1000, 500, 250, 150, 100 o6 50 pg de A&cido nucleico
celular/dosis. La preparacién viral ©purificada puede
comprende también menos de alrededor de 20 pg o menos de
alrededor de 10 pg. Los métodos para medir los niveles de
dcido nucleico celular de la célula anfitriona en una
muestra viral se conocen en la materia. Pueden utilizarse
métodos estandarizados aprobados o recomendados por las
autoridades reguladoras como la OMS o la FDA.

Las composiciones inmunogénicas de la invencidn
comprenden al menos un componente inmunogénico derivado de
TiLV, tal como los descritos en el presente documento. Las
composiciones también pueden comprender uno o mas aditivos
incluyendo, pero no limitado a wuno o méds portadores,
tampones, estabilizadores, diluyentes, conservantes,
solubilizantes, liposomas o agentes inmunomoduladores

farmacéuticamente aceptables. Los agentes inmunomoduladores
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adecuados incluyen, pero no estadn limitados a, adyuvantes,
citocinas, citocinas que <codifican polinucledbtidos, y
agentes que facilitan la absorcién celular del componente
inmunogénico derivado de TiLV.

Las composiciones inmunogénicas para uso de acuerdo
con la presente invencién, por lo tanto, pueden formularse
de manera convencional, usando uno o mas portadores
fisioldgicamente aceptables que comprenden excipientes vy
auxiliares que facilitan el proceso de 1los compuestos
activos en preparaciones que pueden usarse para inducir una
respuesta inmunogénica. Estas composiciones inmunogénicas
pueden fabricarse en una forma gque es conocida en si por
ejemplo, por medio de una mezcla convencional, disolucién,
granulacioén, fabricacién de gragea, pulido, emulsiodn,
encapsulacién, atrapamiento o procesos de liofilizacidédn. La
formulacién adecuada depende de la via de administracién
elegida.

Cuando una cantidad terapéuticamente eficaz de
proteina u otro ingrediente activo de la presente invencidn
es administrada por inyeccidén wvia intravenosa, cutdnea o
subcutédnea, la proteina u otro ingrediente activo de 1la
presente invencién serd en forma de una solucibdn acuosa
parenteralmente aceptable, libre de pirdégeno. La
preparacién de dicha proteina parenteralmente aceptable u

otras soluciones de ingrediente activo, que tienen respecto
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a pH, isotonicidad, estabilidad y similares, estd dentro de
la materia. Un vehiculo isotdénico tal como inyeccidén de
cloruro de sodio, inyecciédn de Ringer, inyeccién de
dextrosa, inyeccién de dextrosa vy cloruro de sodio,
inyeccién de Ringer lactato, solucidén de Hanks, tampdn de
solucién salina fisioldgico, u otro vehiculo como se conoce
en la materia se puede utilizar para formular la solucidn.
La composicién inmunogénica de la presente invencién
también puede contener estabilizadores, conservantes,
antioxidantes, tampones u otros aditivos conocidos para los
expertos en la materia. Para la administracidén transmucosa,
se utilizan los penetrantes apropiados segin la barrera a
permearse en la formulacidn. Dichos penetrantes son
generalmente conocidos en la materia.

Para la administracién oral, los compuestos pueden
formularse facilmente mediante la combinacidén de 1los
compuestos activos con portadores farmacéuticamente
aceptables bien conocidos en la materia. Dichos portadores
permiten que los compuestos de la invencidén sean formulados
como polvos, comprimidos, pildoras, grageas, céapsulas,
liquidos, geles, jarabes, mezclas, soluciones,
suspensiones, elixires y similares, para la ingesta oral
por un animal a tratar. Las preparaciones inmunogénicas
para uso oral pueden obtenerse de excipientes sdélidos,

opcionalmente moliendo una mezcla resultante, y procesando
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la mezcla de granulos, después de afiadir los auxiliares
adecuados, si lo desea, para obtener nucleos de tabletas o
gragea. Los excipientes adecuados son, en particular,
llenadores tales como azlucares incluyendo lactosa,
sacarosa, manitol vy sorbitol; preparaciones de celulosa,
por ejemplo, almidén de maiz, almiddén de trigo, almiddn de
arroz, almidén de papa, gelatina, goma, metilcelulosa,
hidroxipropilmetil-celulosa, carboximetilcelulosa de sodio
o polivinilpirrolidona (PVP). Si lo desea, se pueden
agregar agentes de desintegracidén, tales como polivinil
pirrolidona reticulado, agar, o &cido alginico, o una sal
de los mismos tal como alginato de sodio. Los nucleos de
grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados. Para
este propdsito, puede utilizarse las soluciones de azUcar
concentradas, que opcionalmente  pueden contener goma
ardbiga, talco, polivinil pirrolidona, gel de Carbopol,
polietilenglicol, vy/o didéxido de titanio, soluciones de
laca y mezclas de disolventes o disolventes organicos
adecuadas. Cuando se administra en forma liquida, puede
afiadirse un portador liquido como agua, petrdleo, aceites
de origen animal o vegetal como el aceite de cacahuete,
aceite mineral, aceite de soya o aceite de sésamo o aceites
sintéticos. La forma ligquida de la composicidén inmunogénica
puede contener ademds la solucidén salina fisioldgica,

dextrosa u otra solucién de sacarido, o glicoles como el
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etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Colorantes
o0 pigmentos pueden afladirse a los recubrimientos de
tabletas o) grageas para identificar o) caracterizar
diferentes combinaciones de dosis de compuestos activos.

Las preparaciones inmunogénicas que se pueden
utilizar por wvia oral incluyen cépsulas de ajuste por
empuje de gelatina, asi como blandas, capsulas selladas de
gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol.
Las céapsulas duras pueden contener los ingredientes activos
en mezcla con relleno, tal como lactosa, aglutinantes tales
como almidones, y/o lubricantes, tales como talco o
estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En
cédpsulas blandas, los compuestos activos pueden disolverse
o suspenderse en liquidos adecuados, tales como aceites
grasos, parafina liquida o polietilenglicoles 1liquidos.
Ademéas, pueden afiladirse estabilizantes. Todas las
formulaciones para administracién oral deben ser en
dosificaciones convenientes para dicha administracién. Para
la administracidén bucal, las composiciones pueden tomar
forma de comprimidos o pastillas formuladas de manera
convencional.

Las cépsulas vy cartuchos pueden formularse para
contener una mezcla de polvo del compuesto y una base de
polvo adecuada tal como lactosa o almidén. Los compuestos

se pueden formular para administracién parenteral por
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inyeccién, por ejemplo, por inyeccidén de bolo o infusidn
continua. Las formulaciones para inyeccién pueden
presentarse en forma de dosificacidén unitaria, por ejemplo,
en ampollas o en contenedores de multiples dosis, con un
conservante afladido. Las composiciones pueden tomar esas
formas como suspensiones, soluciones o emulsiones en
vehiculos aceitosos o acuosos y pueden contener agentes de
formulacién tales como agentes de suspensién,
estabilizacidén y/o dispersidn.

Las formulaciones inmunogénicas para la
administracién parenteral incluyen soluciones acuosas de
los compuestos activos en forma soluble en agua.
Adicionalmente, se pueden preparar las suspensiones de los
compuestos activos como suspensiones de inyeccidédn aceitosa
adecuadas. Los vehiculos o disolventes lipofilicos
adecuados incluyen aceites grasos tales como el aceite de
sésamo o ésteres de Aacidos grasos sintéticos, tales como el
oleato de etilo o triglicéridos o liposomas. Las
suspensiones de inyeccién acuosas pueden contener
substancias que aumentan la viscosidad de la suspensioén,
tal como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, o)
dextrano. Opcionalmente, la suspensién también puede
contener estabilizadores o agentes adecuados gue aumentan
la solubilidad de los compuestos para permitir la

preparacidn de soluciones altamente concentradas.
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Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en
forma de polvo para su constitucidédn con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, agua estéril 1libre de pirdgenos,
antes de su uso.

Un portador para los compuestos hidrofdébicos de 1la
invencién puede ser un sistema de disolvente conjunto que
comprende alcohol bencilico, un surfactante no polar, un
polimero orgadnico miscible con agua y una fase acuosa. El

sistema de disolvente conjunto puede ser el sistema de

0\°

disolvente conjunto de VPD. E1 VPD es una solucidén de 3
p/v de alcohol bencilico, 8% p/v del polisorbato 80
surfactante no polar y 65% p/v de polietilenglicol 300,
formada hasta volumen en etanol absoluto. El sistema de
disolvente conjunto de VPD (VPD:5W) consiste de VPD diluido
1:1 con dextrosa al 5% en la solucién acuosa. Este sistema
de co-disolvente disuelve bien los compuestos hidrofdébicos,
y  por si mismo  produce baja toxicidad sobre la
administracién sistémica. Naturalmente, las proporciones de
un sistema de co-disolvente pueden variarse
considerablemente sin destruir sus <caracteristicas de
toxicidad vy solubilidad. Ademés, la identidad de 1los
componentes de disolvente conjunto puede ser variada: por
ejemplo, otros surfactantes no polares de baja toxicidad
pueden ser utilizados en lugar de polisorbato 80; el tamafio

de la fraccidén del polietilenglicol puede variarse; otros
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polimeros biocompatibles pueden reemplazar el
polietilenglicol, por ejemplo, polivinil pirrolidona; vy
otros azucares o polisacadridos pueden sustituirse por
dextrosa.

Alternativamente, pueden emplearse otros sistemas de
suministro para compuestos inmunogénicos hidrofdébicos. Los
liposomas vy emulsiones son ejemplos bien conocidos de
portadores o vehiculos de suministro para fdrmacos
hidrofébicos. Los 1liposomas incluyen agentes anfipaticos
como los 1lipidos que existen en forma agregada como
micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos o capas
laminares en solucidén acuosa. Los lipidos adecuados para la
formulacidn liposomal incluyen, sin limitaciédn,
monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidos, lisolecitinas,
fosfolipidos, saponina, &cidos biliares y similares. La
preparacién de tales formulaciones liposomales estd dentro
del nivel de la materia.

Adicionalmente, los compuestos pueden ser
suministrados utilizando un sistema de liberaciédn
sostenida, tal como matrices semipermeables de polimeros
hidrofébicos sdélidos que contienen al agente terapéutico.
Los diferentes tipos de materiales de liberacidén sostenida
se han establecido y son bien conocidos por los expertos en
la materia. Las cépsulas de liberacidén sostenida pueden,

dependiendo de su naturaleza quimica, liberar los
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compuestos por unas pocas semanas hasta mds de 100 dias.
Dependiendo de la naturaleza guimica vy la estabilidad
bioldégica del reactivo terapéutico, pueden emplearse
estrategias adicionales para la estabilizacién de 1la
proteina u otro ingrediente activo.

Las composiciones inmunogénicas también pueden
comprender portadores o excipientes sbélidos o en fase de
gel. Los ejemplos de dichos portadores o excipientes
incluyen, pero no se limitan a carbonato de calcio, fosfato
de calcio, diferentes azlUcares, almidones, derivados de
celulosa, gelatina y polimeros tales como
polietilenglicoles. Muchos de los ingredientes activos de
la invencién pueden proporcionarse como sales con
contraiones inmunogénicamente compatibles. Dichas sales de
adicidén Dbase inmunogénicamente compatibles son aquellas
sales que retienen la eficacia biolégica y propiedades de
los &cidos libres y gue se obtienen por la reaccidén con
bases orgédnicas o 1inorgénicas tales como hidréxido de
sodio, hidréxido de magnesio, amoniaco, trialquilamina,
dialgquilamina, monoalquilamina, aminoacidos dibésicos,
acetato de sodio, benzoato de potasio, trietanolamina vy
similares.

La composicidén inmunogénica de la invencidn puede ser
en forma de un complejo de la(s) proteina(s) u otro

ingrediente activo de la presente invencidén Jjunto con
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antigenos de proteina o péptido.

Las composiciones inmunogénicas y vacunas descritas
en el presente documento también pueden ser composiciones
inmunogénicas multivalentes que comprenden ademas
secuencias de polipéptidos o &cido nucleico que codifican
polipéptidos adicionales de otros virus.

Las composiciones inmunogénicas y vacunas descritas
en el presente documento también pueden ser composiciones
inmunogénicas multivalentes que comprenden ademéas
secuencias de fragmentos de polipéptidos o &acido nucleico
que codifican fragmentos de polipéptidos adicionales de
otros virus.

Las composiciones inmunogénicas y vacunas descritas
en este documento también pueden ser composiciones
inmunogénicas multivalentes gue comprenden ademds virus
adicionales (por ejemplo, virus qgque son atenuados, muertos
o de 1lo contrario desactivados) o secuencias de acido
nucleico que codifican virus adicionales (p. ej. virus que
son atenuados, muertos o de lo contrario desactivados).

Las composiciones inmunogénicas y vacunas descritas
en el presente documento también pueden comprender
proteinas de fusidén o &cidos nucleicos que codifican las
proteinas de fusidén que comprenden un polipéptido de TiLV,
o un fragmento o una variante del mismo y por 1o menos un

polipéptido, o un fragmento de polipéptido o variante de
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otro virus.

Otros polipéptidos virales vy secuencia de 4&cidos
nucleicos adecuados para uso en las composiciones
inmunogénicas descritas en el ©presente documentos se
discuten en Tucker et al. (2000) "Assessment of DNA vaccine
potential for Jjuvenile Japanese flounder Paralichthys
olivaceus, through the introduction of reporter genes by
particle Dbombardment and histopathology" Vaccine 19(7-
8) :801; Corbeil et al. (1999) "Evaluation of the protective
immunogenicity of the N, P, M, NV, G proteins of infectious
hematopoietic necrosis virus in rainbow trout Oncorhynchus
mykiss using DNA vaccines" Dis. Aquat. Organ 39(1):29;
Nusbaum et al. (2002) "Protective immunity induced by DNA
vaccination of channel —catfish with early and late
transcripts of the channel catfish herpes virus (IHV-1)"
Vet Immunol. Immunopathol. 84:151; Clark et al. (1992)
"Developmental expression of surface antigen genes in the
parasitic cilate Ichtyophthirius multifiliis" Proc. Natl.
Acad. Sci. 89(14) :6363-6367; y Sato et al. (2000)
"Expression of YAV proteins and vaccination against viral
ascites among cultured juvenile yellowtail" Biosci.
Biotechnol. Biochem. 64:1494. Numerosas secuencias de
dcidos nucleicos y aminoadcidos de los antigenos del
patdébgeno de peces son conocidos y accesibles a través de

las bases de datos de Genbank y otras fuentes.
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Otros aditivos gque son uUtiles en una composicidn
inmunogénica y formulaciones de vacuna son conocidos vy
serdn evidentes para los expertos en la materia.

En un aspecto, la vacunacién de animales puede
realizarse inyectando directamente los polipéptidos de
TiLV, sus fragmentos o variantes en el animal para generar
una respuesta inmunogénica. En algunas modalidades, el
polipéptido de TiLV se puede inyectar por ellos mismos, ©
unas composiciones de TiLV inmunogénica que comprende otros
componentes, incluyendo por ejemplo, excipientes, aditivos
y adyuvantes.

La vacunacién puede realizarse también por vacunacioén
directa con un ADN que codifican un polipéptido de TiLVv. Al
usar tales vacunas, el 4cido nucleico es administrado al
animal, y los polipéptidos inmunogénicos codificados por el
dcido nucleico se expresan en el animal, de manera que se
genera una respuesta inmune contra las proteinas o péptidos
en el animal. Las vacunas de subunidad también pueden ser
vacunas proteinicas, que contienen proteinas virales o
subunidades, o) porciones de aquellas proteinas o)
subunidades. Puede utilizarse cualquier plésmido o vector
de expresidédn capaz de dirigir la expresién de un
poliéptido. Los plésmidos o vectores de expresidén pueden
incluir un promotor para dirigir la transcripcién del acido

nucleico. Las secuencias de &cido nucleico que codifican
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los polipéptidos de TilLV también pueden incorporarse en un
virus recombinante adecuado para la administracién al
animal. Ejemplos de virus adecuados incluyen, pero no se
limitan a, wvirus, wvacuna, retrovirus, adenovirus y virus
asociado a adeno. Un experto en la materia serd capaz de
seleccionar un pléasmido, vector de expresidédn o virus
recombinante adecuados para el suministro de las secuencias
de &cidos nucleicos de TiLV de la invencidédn. La vacunaciédn
directa con proteinas que codifican el ADN ha sido exitosa
para muchas proteinas diferentes. (Como se examindé en por
ejemplo Donnelly et al. (1993) The Immunologist 2: 20-26,
1993)) .

La vacunacidédn con los acidos nucleicos y polipéptidos
de TiLV en el presente documento también se puede realizar
usando los ©portadores recombinantes vivos capaces de
expresar los polipéptidos descritos en el presente
documento. Los portadores recombinantes vivos son
microorganismos o virus en los que la informacidén genética
adicional, por ejemplo. una secuencia de &acido nucleico que
codifica un polipéptido de TiLV, o un fragmento del mismo
ha sido clonado. Los peces infectados con tales portadores
recombinantes vivos producirdn una respuesta inmunoldgica
no sélo contra los inmundégenos del portador, sino también
contra el polipéptido de TiLV o fragmento de polipéptido de

TiLV.
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Alternativamente, se puede realizar 1la vacunacién
pasiva elevando los anticuerpos contra TiLV en una primera
especie animal (p. ej. un conejo), de lineas celulares
productoras de anticuerpos, o de técnicas in vitro antes de
administrar tales anticuerpos (en forma purificada o no
purificada) a una segunda especie animal. Este tipo de
vacunacién pasiva puede ser utilizado cuando el segundo
animal ya estd infectado con un TiLV. En algunos casos, la
vacunacién pasiva puede ser Gtil cuando la infeccién en el
segundo animal no puede, o no ha tenido tiempo suficiente
para montar una respuesta inmune a la infeccién.

Muchos métodos para la vacunacidén de los peces son
conocidos en la materia. Por ejemplo, la vacunacidédn con los
dcidos nucleicos y polipéptidos de TiLV descritos en el
presente documento puede realizarse en los peces por
inyeccién, inmersién, hundimiento o a través de 1la
administracién oral. Se puede optimizar el protocolo de
administracién de acuerdo con la practica de wvacunaciédn
estandar

Para la vacunacidén oral de la tilapia, 1los A&cidos
nucleicos, polipéptidos o composiciones inmunogénicas de
TiLV descritos en el presente documento pueden mezclarse
con alimentacidén, recubierto en el alimento o administrarse
en forma encapsulada. En algunas modalidades, la wvacunacidn

puede realizarse por incubacidén de alimentacidén en vivo en
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una suspensién de vacuna de TiLV antes de alimentar un
animal (p. ej. una tilapia) de manera que la ingestidén de
la alimentacidén en vivo provocard que la vacuna contra TiLV
se acumule en el tracto digestivo del animal gque se somete
a la vacunacidén. Un experto en la materia apreciard que
estos métodos de administracidén pueden exponer un antigeno
una potencial degradacién o desnaturalizacién y por lo
tanto el técnico asegurard que el método de vacunacidén sea
apropiado para un antigeno elegido. En el caso de la
vacunacién oral, la vacuna también puede ser mezclada con
uno o més portadores. El portador adecuado para uso en la
vacunacién oral incluye substancias metabolizadas y no
metabolizadas.

La vacunacién de la tilapia también puede realizarse
mediante protocolos de inmersidén. Los epitelios de piel vy
branquias en los peces tienen superficies mucosas que
contribuyen al reconocimiento de patdgenos mediante 1la
adsorcién de antigenos. La adsorcidn a su vez resulta en la
activacién de anticuerpos productores de las células como
parte de la respuesta inmune. Asi en una modalidad, 1la
vacunacién de peces con los polipéptidos descritos en el
presente documento puede realizarse sumergiendo los peces
en el agua que contiene una composiciédn de vacuna contra
TiLV. Por lo menos dos tipos de vacunacién de inmersiodn

pueden utilizarse en conjunto con los polipéptidos
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descritos en el presente documento. En la wvacunacidén por
hundimiento, los peces se sumergen en agua gue comprende
por un periodo corto de tiempo (por ejemplo, alrededor de
30 segundos) en una solucidén de vacuna concentrada (por
ejemplo, 1 ©parte de vacuna, 9 partes de agua). En
vacunacién por bafio, la inmersidén se produce por periodos
més largos de tiempo (por ejemplo, varias horas) en agua
que contiene concentraciones mas bajas de la wvacuna. Un
experto en la materia facilmente serd capaz de determinar
la dilucidén de 1la wvacuna contra TiLV y la duracidén de
inmersién suficiente para inducir una reaccidn inmune en un
protocolo de inmersién.

Otro método para vacunar la tilapia con los &cidos
nucleicos y polipéptidos de TilLV descritos en el presente
documento es por vacunacidén por inyeccidén. En la vacunaciédn
por inyeccién, se inyecta una vacuna en la cavidad
abdominal del pez. Aungue uno experto en la materia puede
determinar facilmente el punto de inyeccidén adecuado, un
lugar comln para la insercidén de agujas en la tilapia es 1la
linea media del abdomen, la longitud de la aleta pélvica en
frente a la base de las aletas pélvicas. En algunas
modalidades, los dcidos nucleicos, polipéptidos o)
composiciones inmunogénicas de TiLV pueden suministrarse en
la cavidad corporal del pez en una emulsidén de aceite, u

otros adyuvantes o aditivos que mejoran y/o prolongan las
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respuestas inmunes. Ademas de la inyeccidén intraperitoneal,
la vacunacién por inyeccidn también puede realizarse por
inyeccidén intramuscular. Un experto en la materia apreciaréa
que la manipulacidén inadecuada y la insercidén de la aguja
puede provocar mortalidad de peces y por lo tanto se puede
utilizar anestesia ligera durante el proceso de vacunacién
para reducir el estrés y dafo mecédnico a los animales. E1
experto también apreciard que las agujas que tienen la
longitud adecuada y el espesor pueden ser importantes para
asegurar la correcta vacunacién evitando complicaciones
secundarias debido a la infeccidén, inflamacidn o dafo en el
tejido.

Los é&cidos nucleicos, polipéptidos o composiciones
inmunogénicas de TiLV descritos en el presente documento
pueden también suministrarse en la forma de una
presentacién de aerosol de pagquetes presurizados o un
nebulizador, con el wuso de un propulsor adecuado, por
ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, didéxido de carbono u otro gas
adecuado. En el caso de un aerosol a presidn, la unidad de
dosificacidén puede determinarse proporcionando una valvula
para administrar una cantidad dosificada. Las cépsulas vy
cartuchos pueden formularse para contener una mezcla de
polvo del compuesto y una base de polvo adecuada tal como

lactosa o almidédn.
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Los é&cidos nucleicos, polipéptidos o composiciones
inmunogénicas de TiLV descritos en el presente documento
pueden ser administrados en cualquier cantidad
inmunoldégicamente efectiva suficiente para desencadenar una
respuesta inmune en un animal. En ciertos casos, esta
cantidad puede ser entre alrededor de 0.01 y alrededor de
1000 microgramos de acido nucleico, polipéptido o)
composicién inmunogénica de TiLV por animal.

Una "cantidad inmunolégicamente efectiva" de 1las
composiciones de la invencidén puede administrarse a un
animal o un humano. Como se utiliza en este documento, el
término "cantidad inmunolégicamente efectiva" se refiere a
una cantidad capaz de inducir o mejorar la induccién de la
respuesta inmune deseada en un animal o un humano. La
respuesta deseada puede incluir, entre otras cosas, inducir
un anticuerpo o respuesta inmune mediada por células o
ambos. La respuesta deseada puede ser también la induccién
de una respuesta inmune suficiente ©para atenuar 1los
sintomas de una enfermedad asociada a TiLV y/o proporcionar
inmunidad protectora en un animal o un humano contra el
posterior desafio con un TiLV. Una cantidad
inmunoldégicamente efectiva puede ser wuna cantidad que
induce "proteccién" real contra enfermedades asociadas a
TiLV, lo que significa la prevencién de cualquiera de 1los

sintomas o condiciones que resultan de la enfermedad
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asociada a TilV en animales o humanos. Una cantidad
inmunolégicamente efectiva también puede ser una cantidad
suficiente para retrasar la aparicién de los sintomas vy
condiciones asociados con la infecciédén, reducir el grado o
tasa de infeccidén, reducir la severidad de cualqguier
enfermedad o sintoma que resulta de la infeccidén y reducir
la carga viral de un animal infectado o de un humano.

Un experto en la materia puede determinar facilmente
qué es una "cantidad inmunoldégicamente efectiva" de las
composiciones de la invencién sin tener que realizar alguna
experimentacidén indebida. Una cantidad efectiva puede
determinarse por medios convencionales, empezando con una
dosis baja de y luego aumentando la dosificacién mientras
que se supervisa los efectos inmunoldédgicos. Numerosos
factores pueden tomarse en consideracidén cuando se
determina una cantidad oéptima para administrar, incluyendo
el tamafio, edad y estado general del animal, la presencia
de otros farmacos en el animal, la virulencia del TiLV
particular contra el cual el animal estéd siendo vacunado y
similares. La dosificacién real se puede elegir después de
la consideracién de los resultados de varios estudios en
animales.

La cantidad inmunoldégicamente efectiva de la
composicién inmunogénica puede administrarse en una sola

dosis, en dosis divididas, o mediante un régimen de



10

15

20

25

107

"refuerzo inductor". Las composiciones se pueden
administrar por cualgquier via conveniente, incluyendo pero
no limitado a vias parenteral, intradérmica, transdérmica,
subcuténea, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal,
intranasal, oral o intraocular, o por una combinacién de
vias. Las composiciones también pueden ser administradas
con un dispositivo de "pistola" que dispara particulas,
tales como particulas de oro, sobre las cuales las
composiciones de la presente invencién han sido
recubiertas, en la piel de un animal. El experto serd capaz
de formular la composicidén inmunogénica de acuerdo con la
via elegida.

Los tamafios de las dosis de las composiciones
inmunogénicas descritas en el presente documento pueden
estar en el rango de alrededor de 0.1 a 2.0 ml dependiendo
de la via de administracidén, pero los tamafios de dosis no
se limitan a este rango. Para las composiciones de TiLV
inactivadas pueden contener niveles adecuados de TCIDso del
virus antes de la inactivacién. El1l contenido de antigeno en
la preparacién de TiLV puede tener, pero no se limita a un
titulo de entre 10 a 10,000 unidades/ml como la cantidad
que se administra por dosis. Un experto en la materia
facilmente serd capaz de determinar un contenido de
antigeno adecuado para las composiciones inmunogénicas

descritas en el presente documento.
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Para 1las composiciones inmunogénicas gque contienen
TiLV vivo modificado o TiLV atenuado, una dosis
terapéuticamente efectiva puede determinarse por un experto
en la materia. Para las composiciones inmunogénicas que
contienen antigenos de subunidad de TiLV, una dosis
terapéuticamente efectiva puede determinarse por un experto
en la materia. Mientras que las cantidades %
concentraciones de adyuvantes vy aditivos Utiles en el
contexto de la presente invencidén pueden determinarse
facilmente por el experto.

Células que comprenden TiLV y sus usos

TiLV puede wutilizarse para infectar células. Las
células pueden ser cultivadas en cualquier medio util vy
cualquier célula o tejidos permisivos, gque pueden ser, o
pueden derivarse de células de peces, incluyendo pero no
limitado a 1las células de 1la tilapia, células CHSE-214
Oncorhynchus tshawytscha, células BF-2 Lepomis macrocturus;
células BB Ictalurus nebulosus, células EPC Cyprinus
carpio, células KF-1 Cyprinus carpio, células RTG-2 Salmo
gairdneri, células FHM Pimephales promelas y células E-11
Ophicephalus striatus. Como se utiliza en este documento,
una célula o un tejido puede incluir, pero no se limita a
células individuales, tejidos, édrganos, células de
insectos, células de roedores, células aviares, células de

mamiferos, células de hibridomas, células primarias, lineas
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celulares continuas y/o células genéticamente modificadas.
Las lineas celulares adecuadas ©para la propagaciédn,
crecimiento, o cultivo de la secuencia de &cido nucleico de
TiLV o para expresar un polipéptido producido por la
secuencia de acido nucleico de TiLV que incluye, células de
la tilapia, células CHSE-214 Oncorhynchus tshawytscha,
células BF-2 Lepomis macrocturus; células BB Ictalurus
nebulosus, células EPC Cyprinus carpio, células KF-1
Cyprinus carpio, células RTG-2 Salmo gairdneri, células FHM
Pimephales promelas, y células E-11 Ophicephalus striatus
asi como células no de pez pero no se limitan a células de
rifién de perro, células BSC-1, células LLC-MK, células CV-
1, células CHO, <células COS, células murinas, células
humana, c¢élulas Hela, células 293, células VERO, células
MDBK, células MDCK, células MDOK, células CRFK, células
RAF, células TCMK, células LLC-PK, células PK1l5, células
WI-38, células MRC-5, células T-FLY, células BHK, células
SP2/0, NSO, PerC6 (células de retina humana), células de
embridén de pollo o derivados, células de huevo embrionadas,
huevos de pollo embrionados o sus derivados.

Las formulaciones de medios de cultivo celular para
cultivar adecuadamente las células infectadas con los virus
TiLV descritos en el presente documento incluyen, pero no
se limitan a, medio modificado de Eagle MEM, medio esencial

minimo MEM, medio de Eagle modificado por Dulbecco D-MEM,
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medio D-MEM-F12, medio E de William, medio RPMI, medio de
cultivo celular HyClone, (HyClone, Logan, Utah); y medio
epitelial basal libre de suero (CellnTech) y sus andlogos y
derivados. Esto también puede ser especialidad de medio de
cultivo de célula vy crecimiento de virus como VP-SFM,
OptiPro.TM. Medios de SFM, AIM V.R, HyQ SFM4 MegaVir, EX-
CELL Vero SFM, EPISERF, ProVero, cualquiera de 293 o medios
CHO vy sus analogos vy derivados. El1 medio de cultivo
descrito en el presente documento se puede suplementar por
cualquier aditivo conocido de la técnica anterior que es
aplicable para el cultivo de células y virus como por
ejemplo, sueros animales y sus fracciones o anélogos,
aminoadcidos, factores de crecimiento, hormonas, tampones,
elementos traza, tripsina, piruvato de sodio, vitaminas, L-
glutamina y tampones bioldgicos. Un medio es Optipro SEM
suplementado con L-glutamina vy tripsina. En ciertas
modalidades, el medio de cultivo celular ©puede ser
suplementado con 0.1 a 10 unidades de tripsina.
Alternativamente, los equivalentes derivados de las plantas
de tripsina (p. ej. Accutase) que van desde 2 a 100
unidades pueden también ser utilizados en cultivo celular.
El medio de cultivo celular se puede utilizar en la
ausencia o presencia de componentes de origen animal. Un
ejemplo de la suplementacidén con un componente derivado de

animales es el suero irradiado con gamma que va de 0.5-10%
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de la concentracién final.

Un vector de expresidén puede ser introducido en las
células para producir proteinas (por ejemplo, SEQ ID NO: 12
y sus fragmentos vy variantes descritos en el presente
documento) codificadas por secuencias de nucledtidos de la
invencién (por ejemplo, cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11,
sus fragmentos y variantes descritos en el ©presente
documento) . Las células pueden contener un vector de
expresién por medio de la introduccién del vector de
expresién en una célula anfitriona apropiada mediante
métodos conocidos en la materia.

Un vector de expresidn puede ser introducido en las
células con el fin de producir proteinas codificadas por
secuencias de nucledétidos de la invencidn (por ejemplo,
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, o wuna secuencia
complementarias a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, sus
fragmentos y variantes descritos en el presente documento).
Las células pueden contener un vector de expresidén por
medio de la introduccién del vector de expresién en una
célula anfitriona apropiada mediante métodos conocidos en
la materia.

Un  vector de expresiodn eucaridtico puede ser
utilizado para transfectar las células con el fin de
producir proteinas (por ejemplo, SEQ ID NO: 12 o proteinas

codificadas por las SEQ ID NOs: 1-11) y sus fragmentos vy
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variantes descritos en el presente documento codificados
por secuencias de nucledbdétidos del vector.

Un &cido nucleico exdgeno (por ejemplo, cualguiera de
las SEQ ID NOs: 1-11, un ADNc de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11, o un ADNc complementario a cualquiera de las SEQ
ID NOs: 1-11, sus fragmentos o variantes descritos en el
presente documento) puede ser introducido en una célula a
través de una variedad de técnicas conocidas en la materia.

Un vector de expresién eucaridtico puede ser
utilizado para transfectar las células con el fin de
producir proteinas <codificadas por las secuencias de
nucledtidos (por ejemplo, cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11, un ADNc de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, o un
ADNc complementario a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11,
sus fragmentos o variantes descritos en el presente
documento) . Las células mamiferas pueden contener un vector
de expresién por medio de la introduccidén del vector de
expresién en una célula anfitriona apropiada mediante
métodos conocidos en la materia.

Un A&cido nucleico exdégeno puede ser introducido en
una célula por medio de una variedad de técnicas conocidas
en la materia, como lipofecciédn, microinyeccién,
precipitacidédn de fosfato de calcio o cloruro de calcio,
transfeccién mediada por DEAE-dextrina o electroporaciodn.

Otros métodos utilizados para transfectar las células
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también pueden incluir precipitacién de fosfato de calcio,
precipitacidén de fosfato de calcio modificado,
precipitacidén de polibreno, fusién de liposomas de
microinyeccidén y suministro de gen mediado por receptor.
Los vectores de expresidén pueden contener secuencias de
codificacidén o sus porciones, que codifican las proteinas
para la produccidén y expresidén. Los vectores de expresidn
que contienen secuencias que codifican 1las proteinas vy
polipéptidos producidos, asi como los elementos de control
de conversién y transcripcidén adecuados, se pueden generar
usando métodos bien conocidos y practicados por los
expertos en la materia. Estos métodos incluyen técnicas
sintéticas, técnicas de ADN recombinante 1in vitro, vy
recombinacién genética in vivo que se describen en Sambrook
et al., Ausubel et al.

Las células que se van a infectar con TilLV o sus
dcidos nucleicos (por ejemplo, cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11, un ADNc de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, o
un ADNc complementario a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-
11, sus fragmentos o variantes) pueden ser células
primarias y secundarias, que pueden obtenerse de diversos
tejidos e incluye tipos de células que pueden ser
mantenidos y propagados en el cultivo.

Las células mantenidas en cultivo pueden ser pasadas

por su transferencia de un cultivo previo a un cultivo con
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medio fresco. En una modalidad, 1las células epiteliales
inducidas son mantenidas de manera estable en cultivo
celular durante al menos 3 pasajes, al menos 4 pasajes, al
menos 5 pasajes, al menos 6 pasajes, al menos 7 pasajes, al
menos 8 pasajes, al menos 9 pasajes, al menos 10 pasajes,
al menos 11 pasajes, al menos 12 pasajes, al menos 13
pasajes, al menos 14 pasajes, al menos 15 pasajes, al menos
20 pasajes, al menos 25 pasajes, o al menos 30 pasajes.

En una modalidad, las células que han sido infectas
con TiLV o sus &acidos nucleicos (por ejemplo, cualgquiera de
las SEQ ID NOs: 1-11, un ADNc de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11, o un ADNc complementario a cualquiera de las SEQ
ID NOs: 1-11, sus fragmentos o variantes descritos en el
presente documento) puede expresar una variedad de
marcadores que los distinguen de las células no infectadas.
La expresién de los marcadores puede evaluarse por una
variedad de métodos conocidos en la materia. La presencia
de marcadores puede determinarse al nivel de ADN, ARN o
polipéptido.

En una modalidad, el método puede comprender detectar
la presencia de una expresién de polipéptido del gen
marcador. La expresién del polipéptido incluye la presencia
de una secuencia de polipéptido del gen marcador, o la
presencia de una elevada cantidad de polipéptido de gen

marcador en comparacidén con las células no epiteliales.
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Estos pueden detectarse por diferentes técnicas conocidas
en la materia, incluyendo por secuenciacién y/o enlace a
ligandos especificos (tales como anticuerpos). Por ejemplo,
la expresidén del polipéptido puede ser evalucada por los
métodos que incluye, pero no se limita a inmunotinciédn,
andlisis FACS o inmunoblot. Estos métodos son Dbien
conocidos en la materia.

En otra modalidad, el método puede comprender
detectar la presencia de los &cidos nucleicos (por ejemplo,
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, un ADNc de cualquiera
de las SEQ ID NOs: 1-11, o un ADNc complementario a
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, sus fragmentos o
variantes). La expresién de ARN incluye la presencia de una
secuencia de ARN, la presencia de un empalme o}
precesamiento de ARN, o la presencia de una cantidad de
ARN. Estos pueden detectarse por diferentes técnicas
conocidas en la materia, incluyendo la secuenciacidén de
todo o parte del ARN del gen marcador o por hibridacién
selectiva o amplificacién selectiva de todo o parte del
ARN. En una modalidad, 1la hibridacién in situ puede

utilizarse para detectar 1los 4&cidos nucleicos de TiLV.

Las células transformadas resultantes pueden ser
utilizadas para la investigacidén Dbésica, asi como pruebas

para agentes terapéuticos y profildcticos. Especificamente,
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para este Ultimo, las células anfitrionas pueden ser
incubadas y/o ponerse en contacto con un potencial agente
terapéutico o profildctico. La expresidén resultante del
constructo de gen se puede detectar y comparar a la
expresién del constructo de gen en la célula antes de
ponerse en contacto con el agente.

Estos constructos de gen, asi como las células
anfitrionas transformadas con estos constructos de gen
también pueden ser la base para animales transgénicos para
la prueba tanto como herramientas de investigacidén y para
agentes terapéuticos y profilacticos. Dichos animales
incluiria, pero no se limitan a, ratones sin pelaje vy
peces. Los fenotipos pueden ser correlacionados con 1los
genes y consultados con el fin de determinar el efecto de
los genes en los animales, asi como el cambio en el
fenotipo después de la administracidédn o contacto con un
potencial agente terapéutico.

Una modalidad adicional de la presente invencidn
es un método y/o ensayo para la deteccidén e/o
identificacién de un agente de prueba para la prevencidn
y/o tratamiento del YiLV que comprende porner en contacto o
incubar un agente de prueba a un nucledétido que comprende
la secuencia de &cido nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11 o
sus fragmentos o variantes como se describe en este

documento y determinar si el agente de prueba se enlaza al
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nucledtido, en donde si el agente de prueba se enlaza al
nucledtido, el agente de prueba es identificado como un
agente terapéutico y/o preventivo para TiLV.

Una modalidad adicional de la presente invenciédn
es un método y/0 ensayo para la deteccién e/o
identificacién de un agente de prueba para la prevencidn
y/o tratamiento del TiLV que comprende poner en contacto o
incubar un agente de prueba a un nucledétido que comprende
la secuencia de acido nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11 o
sus fragmentos o variantes como se describe en este
documento y detectar la expresidén del nucledétido antes vy
después de poner en contacto o incubar con el agente de
prueba, en donde si se disminuye la expresidén del
nucledtido después de poner en contacto o incubar con el
agente de prueba, el agente de prueba es identificado como
un agente terapéutico y/o preventivo para TiLV.

Una modalidad adicional de la presente invencidn
es un método y/o ensayo para la deteccidén e/o
identificacién de un agente de prueba para la prevencidn
y/o tratamiento del TiLV que comprende poner en contacto o
incubar un agente de prueba con un constructo de gen que
comprende un nucledtido que comprende la secuencia de &acido
nucleico de las SEQ ID NOs: 1-11 o sus fragmentos o
variantes como se describe en este documento, y detectar la

expresién del nucledtido en el constructo de gen antes vy
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después de poner en contacto o incubar con el agente de
prueba con el constructo de gen, en donde si se disminuye o
reduce la expresién del gen después de poner en contacto
con el agente de prueba o compuesto, el agente de prueba es
identificado como un agente terapéutico y/o preventivo para
TiLV.

Una modalidad adicional de la presente invencidn es
un método y/o ensayo para la deteccidn e/o identificaciédn
de un agente de prueba para la prevencidédn y/o tratamiento
del TiLV que comprende transformar una célula anfitriona
con un constructo de gen que comprende un nucledétido que
comprende la secuencia de &cido nucleico de las SEQ ID NOs:
1-11 o sus fragmentos o variantes como se describe en este
documento, detectar la expresién del nucledtido en la
célula anfitriona, poner en contacto el agente de prueba
con la célula anfitriona, vy detectar la expresidén del
nucleétido en la célula anfitriona después de poner en
contacto con el agente de prueba o compuesto, en donde si
se disminuye o reduce la expresidén del nucledtido después
de poner en contacto con el agente de prueba o compuesto,
el agente de ©prueba es identificado como un agente
terapéutico y/o preventivo para TiLV.

La expresidén de un nucledtido o un gen puede ser
determinada mediante un fenotipo medible, ya sea uno que es

nativo al gen o uno que es artificialmente vinculado, tal
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como un gen reportero.

Una modalidad adicional es un método y/o ensayo para
la deteccidén e/o identificacién de un agente de prueba para
la prevencidén y/o tratamiento del TiLV, gque comprende poner
en contacto o incubar un agente de ©prueba con un
polipéptido codificada por una secuencia de nucledbdtido de
las SEQ ID NOs: 1-11, o un fragmento o una variante de las
mismas, vy detectar la presencia de un complejo entre el
agente de prueba y el polipéptido, en donde si un complejo
entre el agente de prueba y el polipéptido se detecta, el
agente de prueba se identifica como prevencidén y/o
tratamiento para TilV.

Una modalidad adicional es un método y/o ensayo
para la deteccidn e/o identificacidén de un agente de prueba
para la prevencién y/o tratamiento del TiLV, gque comprende
poner en contacto o incubar un agente de prueba con un
polipéptido codificada por una secuencia de nucledétido de
las SEQ ID NOs: 1-11, o un fragmento o variante de las
mismas, y un ligando conocido del polipéptido, y detectar
la presencia de un complejo entre el agente de prueba y el
ligando, en donde si un complejo entre el agente de prueba
y el ligando se detecta, el agente de prueba se identifica
como prevencidén y/o tratamiento para TiLV.

Otra modalidad de 1la presente invencidn es un

método y/o ensayo para la deteccidén e/o identificacidén de
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un agente de prueba para la prevencidén y/o tratamiento del
TiLV, qgque comprende poner en contacto o incubar un agente
de prueba con un polipéptido codificada por una secuencia
de nucledétido de las SEQ ID NOs: 1-11, o un fragmento o
variante de las mismas y un anticuerpo conocido del
polipéptido, vy detectar la presencia vy cantidad de un
anticuerpo no enlazado, en donde la presencia de un
anticuerpo no enlzado indica que el agente de prueba se
enlaza al polipéptido, y el agente de prueba de identifica
como prevencidén y/o tratamiento para TiLV.

La seleccidén de alto rendimiento puede utilizarse
también para seleccionar los agentes de prueba. Pequefios
péptidos o moléculas pueden ser sintetizados y enlazados a
una superficie y se ponen en contacto con los polipéptidos
y se lavan. El péptido enlazado es visualizado y detectado
por métodos conocidos en la materia.

La invencidén también proporciona polipéptidos a
utilizarse para el disefio racional de farmacos donde se
pueden disefiar polipéptidos Dbioldégicamente activos de
andlogos estructurales. Dichos anédlogos interferirian con
el polipéptido in vivo, como un enlace no productivo a
objetivo. En este enfoque la estructura tridimensional de
la proteina es determinada por cualgquier método conocido en
la materia incluyendo, pero no limitado a cristalografia de

rayos x y el modelado por computadora. También puede
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obtenerse informacién utilizando la estructura de proteinas
homélogas o anticuerpos especificos a objetivo.

Utilizando estas técnicas, se pueden disefiar los
agentes que actuan como inhibidores o antagonistas de 1los
polipéptidos, o actian como sefuelos, enlazandose a
moléculas objetivo de manera no productiva y bloqueando el
enlace del polipéptido activo.

El término "agente" como se utiliza en el
presente documento significa una sustancia que produce o es
capaz de producir un efecto y se incluye, pero no se limita
a quimicos, farmacéuticos, Dbioldégicos, pequefias moléculas
organicas, anticuerpos, dcidos nucleicos, péptidos vy

proteinas.

EJEMPLOS

La presente invencidén puede entenderse por referencia
a los siguientes ejemplos no limitantes, que se presentan
con el fin de ilustrar mas completamente las modalidades
preferidas de la invencién. De ninguna manera deben
interpretarse como limitantes del amplio alcance de la

invenciédn.

Ejemplo 1- Materiales y métodos utilizados para los
Ejemplos 2-9

Cultivo celular: Ocho 1lineas celulares de ©peces
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establecidas fueron utilizadas en este estudio: (1) CHSE-
214 (ATCC CRL 1681) del salmén real Oncorhynchus
tshawytscha; (2) BF-2 (ATCC CCL 91), derivada del pez sol
Lepomis micropterus; (3) BB (ATCC CCL 59), del from the
Ameiurus nebulosus Ictalurus nebulosus; (4) y (5) EPC (ATCC
CRL 2872 y KF-1), del carpa comun C. carpio; (6) RTG-2
(ATCC CCL 55), de la trucha arcoiris Salmo gairdneri; (7)
FHM (ATCC CCL 42), del Pimephales promelas; y (8) E-11, del
Channa striata Ophicephalus striatus (generosamente
proporcionados por M. Ucko, Investigacién Limnoldgica vy
Oceanografica de Israel). Ademds, se generd un cultivo de
células cerebrales de 1la tilapia primaria, desarrollado
como se describidé anteriormente en Hasegawa et al. 1997 and
Hedrick et al. 2000. Brevemente, las tilapias del Nilo
comerciales (o. niloticus) (50 gramos) fueron sacrificados
por sobredosis anestésica (600 mg/litro de metanosulfonato
de tricaina [MS-222]; Finquel, Estados Unidos), vy 1los
cerebros se retiraron asépticamente. Los cerebros molidos
fueron manualmente homogeneizados y pasados a través de un
triturador de malla de 100 u. Las células después fueron
lavadas vy sembradas en matraces sellados de 12.5 ml
(Becton-Dickinson, San Francisco, CA, EE.UU.) a 25 °C. El
medio de cultivo inicial contenia 80% de medio Leibovitz
(L-15) (Gibco, Estados Unidos), 10% de suero de becerro

fetal inactivado (FCS) (Gibco) y 10% de medio de suero de
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tilapia inactivado, suplementado con L-glutamina (300
mg/litro), HEPES (1%), penicilina (1000g/ml),

estreptomicina (1000g/ml) y anfotericina B (0.250g/ml).

Durante los primeros 21 dias de incubacién, el 50%
del medio se cambié6 cada semana. Después de eso, las
monocapas fueron tripsinizadas y transferidas en matraces
nuevos de 25 ml (Cellstar; Greiner Bio-One, Alemania) con
una mezcla 1:1 del medio condicionado (de cultivos
antiguos) vy medio fresco. Los cultivos de 1las células
primarias fueron pasados cada dos semanas. Después de 35
pasajes, el suero de tilapia % los medios de
acondicionamiento fueron omitidos, y las células se
dividieron (en una proporcién de 1:2) cada 2 a 3 semanas en
medio regular (L-15 con 5% de FCS inactivado) .

Virus y cultivo de virus: Se recolectaron un total de

25 aislados del virus de la tilapia del 1lago (TilLV) de
brotes sospechosos que ocurrieron entre mayo de 2011 vy
junio de 2013. Los aislamientos se obtuvieron de todas las
regiones de Israel donde los peces son cultivados
comercialmente: la orilla costera (2 aislamientos); el
valle del Jordan (que comprende el valle de Bet Shean y el
valle de Yizrael; 9 aislamientos); y alta y baja Galilea (3
aislamientos). Ademds, se obtuvieron 11 aislamientos de
varias especies de tilapias silvestres del mar de Galilea.

Un brote de peces cultivados se definidé como un aumento
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repentino e inexplicado en la mortalidad (2% o més diario)
en al menos tres dias consecutivos. Si dos pabellones
fueron afectados simultédneamente en la misma granja, estos
se clasifican como un solo brote. Por lo tanto, cada
aislado representa un brote clinico distinto. Los wvirus de
peces silvestres que muestran lesiones oculares fueron
aislados de peces atrapados comercialmente en el mar de
Galilea; cada aislado representa una captura diferente. Los
peces que pesan de 20 a 200 gramos o 40 a 350 gramos (peces
silvestres y criados, respectivamente) fueron recolectados
durante las estaciones calientes (mayo a octubre;
temperatura del agua, entre 22 y 32 °C). Para minimizar los
riesgos de contaminacién, los sesos y visceras (rifiones,
higados, bazos y corazones) de los peces sospechosos se
retiraron asépticamente, se agruparon y se homogeneizaron
manualmente con nueve volumenes de la solucidén salina
equilibrada de Hanks (HBSS), centrifugada a 3,000 x g
durante 10 minutos, y los sobrenadantes se filtraron a
través de filtros de 0.22 u (Sarstedt, Alemania). Los
filtrados se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Para la
infeccidén, las monocapas (alrededor de 90% de confluencia)
se lavaron dos veces con HBSS y se incubaron con 500 upl del
filtrado de virus a 25 °C por 1 hora, después de que las
células se lavaron con HBSS, se complementaron con medio L-

15 (2% FCS) y se incubé a 25 °C. Los cultivos fueron



10

15

20

25

125

observados diariamente durante 21 dias ©para efectos
citopaticos (CPE). En experimentos donde se reprodujo la
enfermedad de la tilapia por inyeccidén de wvirus, un virus
llamado TiLVx2 también fue utilizado, gque se purificd por
dos sucesivas rondas de ensayos de dilucién de punto final.
Esto se realizdé con cultivos de E-11, infectados con
diluciones seriadas de TiLV (aislado 4/2011; obtenido del
cerebro de un pez de San Pedro que se recolectd del lago
Kinneret en junio de 2011).

Titulacidén del virus: El1 sobrenadante del cultivo que

contiene el virus original (aislado 4/2011) se cultivd en
células E-11 y se diluyd en serie en incrementos de 10
veces con HBSS y 50 upl de cada dilucidén se idinoculd en
monocapas de E-11 en placas de 96 pocillos. Se utilizaron
cuatro pocillos para cada muestra diluida. Las placas
fueron incubadas a 25 °C y observadas diariamente para CPE.
Después de 7 dias, se calculd el 50% de la dosis infecciosa
del cultivo de tejido (TCIDsg) (ml-l) por el método de Reed
y Muench 1938.

Andlisis de la microscopia electrdénica: Para los

examenes de TiLV por microscopia electrodénica de
transmisién, los cultivos infectados ©por E-11 fueron
raspados del matraz, centrifugados (a 2,000 rpm durante 7
minutos), fijados con glutaraldehido al 1.5% en 0.1 M de

cacodilato de sodio (pH 7.2) durante 2 horas, vy luego
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enjuagar cinco veces en tampdén fosfatado (pH 7.2). Los
gradnulos, que consisten de células E-11 infectadas, fueron
fijados después en en 1% de 0sOs en tampdn fosfatado vy
deshidratados con mayores concentraciones de etanol. Los
gradnulos después se lavaron dos veces con O6xido de
propileno al 100% y se trataron con 6xido de propileno-Epon
(3:1) durante 30 minutos, seguido de 6éxido de propileno-
Epon (1:1) durante 15 minutos. Finalmente, los gréanulos
fueron incluidos en Epon al 100% y se dejé durante 1la
noche. Las secciones delgadas (70 a 90 nm) se colocaron en
rejillas de cobre recubiertas con Formvar y tefiidas con
acetato de uranilo, seguido por citrato de plomo, segun el
método de Reynolds (Reynolds 1963). Todas las micrografias
fueron tomadas con un microscopio electrdénico JEOL 1200-EX
que funciona a 60 o 80 kV (Electron Microscopy [EM] Unit,
Institute of Biotechnology, Bar-Ilan University, Israel).
El andlisis de la ME de los granulos del viriédn
negativamente tefiidas se realizé en la Unidad de ME,
Universidad de Tel Aviv, exactamente como se describe antes
en Oberpichler et al. 2008, con un microscopio de
electrones de transmisién A JEM 1200 EX (JEOL-USA, Peabody,
MA, EE.UU.). Los viriones ©para este analisis fueron
granulados por ultracentrifugacidén mediante almohadillas de
sacarosa al 25%.

Purificacién del virus a partir de sobrenadantes de
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cultivo usando fraccionamiento de gradiente de sacarosa:

Las células E-11 cultivadas se infectaron con TiLV (aislado
4/2011), y el sobrenadante del cultivo se limpidé de 1los
restos celulares por centrifugacién (10 minutos a 3,000
rpm) . E1 sobrenadante se divididé en capas sobre 2 ml de una
almohadilla de tampén Tris-EDTA(TE) -sacarosa al 30%
(p/vol) y se centrifugd por 2 h en un rotor T865 a 65,000
rpm (Sorvall Discovery 90SE). El1 granulo se suspendid de
nuevo en tampédn TE y se dividid en capas sobre un gradiente
de paso de sacarosa (Bacharach et al. 2000; Laham and
Bacharach 2007; Melamed et al. 2004) . El gradiente
consistié en capas de 3 ml con concentraciones de sacarosa
de 70, 60, 50, 40, 30, 20 y 10% (peso/vol) en TE, de abajo
hacia arriba. La ultracentrifugacidén se realizd en un rotor
TST41.14 durante 2 horas a 40,000 rpm (Sorvall Discovery
90SE) . Las fracciones de un mililitro fueron tomadas de la
parte superior del gradiente, y los viriones se granularon
de cada fraccién por ultracentrifugacidén (durante 2 horas a
65,000 rpm; rotor T865; Sorvall Discovery 90SE) vy se
suspendieron de nuevo en 1 ml de tampdn TE. Las alicuotas
de 100 ul de cada muestra se incubaron con células E-11 sin
tratamiento para supervisar CPE. La incubacién de cultivos
con controles negativos, consisten en alicuotas de las
fracciones de un gradiente de sacarosa idéntico pero sin

adicidén de sobrenadantes de cultivo, que no resultd en CPE.
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Aislamiento de acidos nucleicos de viriones

purificados y sintesis de ADNc: Los &cidos nucleicos se

extrajeron de granulos de viridén purificado wutilizando
pegGOLD Trifast para ARN (Peglab, Alemania) o el kit de
preparacién de plantilla para PCR alto puro para ADN
(Roche, Alemania). La transcripcidén inversa se realizd con
el kit de ADNc de Verso (termo, Lituania), segun las
instrucciones del fabricante. Para identificar las
secuencias especificas del TiLvVv, los sobrenadantes de
cultivos de E-11 infectados por TiLV (aislado 4/2011) se
limpiaron de los restos celulares por medio de
centrifugacién (por 10 minutos a 3,000 x g), vy los
sobrenadantes purificados fueron sometidos a purificacién
adicional por ultracentrifugacién (durante 2 horas en un
rotor T865 a 65,000 rpm [Sorvall Discovery 90SE]) a través
de wuna almohadilla de sacarosa al 30%. El1 gréanulo se
suspendié de nuevo en TE, y los viriones se purificaron
ademéds por almohadillas de sacarosa de 40 a 70% (peso/vol).
Después de la ultracentrifugacidén (rotor TST41.14 durante 2
horas a 40,000 rpm; Sorvall Discovery 90SE), se recolectd
la fraccidédn de sacarosa al 40%, y los viriones se
granularon por ultracentrifugacidén adicional (rotor TST41.1
durante 2 horas a 40,000 rpm; Sorvall Discovery 90SE). Se

extrajdé el ARN de los granulos por tiocianato de guanidina

(pegGOLD Trifast; peglab) . Se generd el ADNc por
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transcripcién inversa y cebado aleatorio, utilizando el ARN
purificado como una plantilla. Los fragmentos de este ADNc
fueron aislados de la clonacién de pistola (Nehls y Boehm
1995).

Clonacién de pistola por cebado aleatorio: La

clonacién de pistola se realizd como se describe por Nehls

y Boehm. El1 ADNc purificado (aproximadamente 10ng) fue

cebado al doble con un cebador MluI (N) 6
(GGAACTCAATGCACGCGTNNNNNN) (SEQ ID NO: 13) usando una
mezcla maestra de PCR ReddyMix (Thermo, Lituania). Los

productos cebados fueron amplificados por PCR con cebador
Mlul (GGAACTCAATGCACGCGT) (SEQ ID NO: 14) vy clonados en el
vector PpJET1.2/blunt (CloneJET; Fermentas/Thermo,
Lituania), que se transformdé en células HIT-DHS5a de cepa
Escherichia coli (Real Biotech, Taiwdn). Los transformantes
resistentes a ampicilina, cultivados a 37 °C en placas de
agar LB que contienen 100 ug/ml de ampicilina, fueron
recolectados y cultivados durante la noche en 5 ml de LB
suplementados con 100 upg/ml de ampicilina. E1 pléasmido de
ADN fue aislado utilizando el minikit de pléasmido HiYield
(RBC, Taiwén). Los insertos fueron amplificados por PCR
utilizando los cebadores derivados de pJET1.2, separados
por electroforesis en un gel de 1.0%, colocados en tampdn
1X Tris-acetato-EDTA (TAE) a 80 V durante 1.5 horas,

tefiidos con bromuro de etidio, eliminado y purificado por
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gel mediante la extraccién del gel de GeneJET y micro kit
de limpieza de ADN (termo, Lituania). Los fragmentos unicos
fueron secuenciados por Hy laboratorios (Israel) usando ABI
3730. Las secuencias fueron analizadas para homologia de
secuencias de nucledétidos en la base de datos de GenBank
usando la Herramienta de BUsqueda de Alineacidén Local
Badsica de nucledétido (BLASTn) y el software Vector NTI 6
(InforMax, Inc.). Se realizaron mas busquedas de bases de
datos de la proteina por BLASTx. Los cebadores internos de
cada clon secuenciado fueron probados para la amplificacién
por PCR del genoma de TilV. Los cebadores derivados del
clon 7450 especificamente amplificd la secuencia cognada de
cultivos infectados por TiLV, en transcripcién inversa por
PCR (RT-PCR) .

Amplificacién réapida de los extremos de ADNc (RACE):

Para extender 1la secuencia del clon 7450 obtenido por
clonaciédn por pistola, la réapida amplificacién de 1los
extremos de ADNs 3' y 5' (RACE) las reacciones se llevaron
a cabo como se describe antes (Scotto Lavino et al. 2006a;
Scott-Lavino et al. 2006b), wutilizando ARN total que fue
extraido de las células E-11 infectadas por TiLV por el
reactivo de EZ-ARN (Biological Industries). Brevemente,
para RACE 3', se generd el ADNc usando el cebador Qr
(CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT

VN) (SEQ ID NO: 15) y el sistema de sintesis de la primera
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hebra SuperScript III para RT-PCR (Catdlogo No. 18080-051;
Invitrogen), segun 1las instrucciones del fabricante. Se
amplificéd el ADNc con el clon 7450/ cebado 150R
(TATCACGTGCGTACTCGTTCAGT) (SEQ ID NO: 16) que fue derivado
de una secuencia interna del fragmento de pistola y con el
cebador Qo (CCAGTGAGCAGAGTGACG, (SEQ ID NO: 17) derivada
del cebador Qr), usando la enzima Ex-Tag (catdlogo no.
RRO01A; TaKaRa). Los productos resultantes de PCR fueron
diluidos 1:20 y fueron sometidos a una segunda PCR con los
cebadores anidados Q1 (GAGGACTCGAGCTCAAGC (SEQ ID NO: 18)
derivada del cebador Qr) y Ell-inf-R (AAGTTCTCTTGCCTICTTGG
(SEQ ID NO: 19), derivada de la secuencia del fragmento de
pistola). Para 5' RACE, se generadé ADNc como arriba pero
con el clon de cebador 7450/150F (CACCCAGACTTGCGGACATA)
(SEQ ID NO: 20). Las colas de Poli(A) fueron agregadas al
ADNc mediante la transferasa terminal (catdlogo no.
3333566; Roche), segun las instrucciones del fabricante. El1
ADNc con cola se amplificé por PCR usando la el cebador E-
11-inf-F (TCCAAGGAAACAGCTGAGC (SEQ ID NO: 21), derivado de
la secuencia del fragmento de pistola), Jjunto con una
mezcla de los cebadores Q0 y Qr. Los productos de PCR
resultantes se diluyeron 1:20 y se sometieron a un segundo
PCR-anidado usando los cebadores Ell-inf-F-en
(GAGGCAATATGGATTCTTCG) (SEQ ID NO: 22) vy Or.

RT-PCR Se tomaron muestras de cerebro, corazbdn,
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cabeza del rifién, bazo e higado de casos <clinicos de
sospecha de Dbrotes de TilLV, agrupados vy directamente
congelados a -80 °C. El ARN total fue purificado utilizando
peqGOLD Trifast (Peglab, Alemania), segun las instrucciones
del fabricante, seguidas por transcripcidén inversa 'y
amplificacién (kit de Verso l-paso RT-PCR ReddyMix; Thermo,
Lituania). Se sustituyeron los cebadores al azar del kit
con el cebador especifico externo ME1
(GTTGGGCACAAGGCATCCTA) (SEQ ID NO: 23) y el clon 7450/150R
(TATCACGTGCGTACTCGTTCAGT) (SEQ ID NO: 16). Se realizd el
ciclo a 50 °C durante 15 minutos (transcripcién inversa),
95 °C por 2 minutos (inactivacién de la enzima) y 35 ciclos
a 95 °C durante 30 segundos, 56 °C durante 60 segundos y 72
°C durante 60 segundos; la reaccidén se termind por 72 °C
durante 7 minutos. Los productos de PCR se resolvieron en
geles de agarosa al 1% en 0.5x tampén TAE (40 mM de Tris
acetato y 1 mM de EDTA).

Ensayos de sensibilidad de nucleasas: Se recolectd el

sobrenadante (9 ml) de un cultivo de E-11 infectadas con
TiLV y los viriones se purificaron y se granularon a través
de una almohadilla de sacarosa al 25% (peso/vol),
utilizando ultracentrifugacién (107,000 X g a 4 °C durante
2 horas). Un sobrenadante de cultivo de E-11 no infectado

se utilizdé como un control. Para digerir los A&cidos

nucleicos libres, los grdnulos se resuspendieron en 300 uL



10

15

20

25

133

de tampén de DNasa 1X (10 mM de Tris-HC1l [pH 7.5], 2.5mm de
MgCloy 0.5 mM de CaClz) y se complementaron con 33 ug de
RNasaA (Sigma R4642) y 1 U de DNasa (DNasa de linea basal -
CERO). Las muestras se incubaron durante 40 minutos a
temperatura ambiente, después de que cada mezcla de
reaccidén fue diluida en 9 ml de medio Leibovitz (L-15),
suplementado con 5% de FCS y los viriones se granularon
como se describié anteriormente. Para liberar &cidos
nucleicos protegidos por nucleasa de los viriones y para
digerir posibles restos de RNasa A y DNasa I, los granulos
fueron resuspendidos en 150 uL de tampdén de proteinasa K
(50 mM de Tris-HC1l [pH 7.5], 100 mM de NaCl, 10 mM de EDTA,
1% de SDS), suplementado con 100 pg/ml de proteinasa K
(Roche), vy las proteinas fueron digeridas durante 30
minutos a 37 °C. Los &cidos nucleicos fueron extraidos por
el fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (CIP) y se precipitd
con etanol, 0.3 M de acetato de sodio (pH 5.2) y glucdgeno
como portador. Los &cidos nucleicos se resuspendieron en 20
ul de tampén (10 mM de Tris-HC1l [pH 8.3], 10 mM de MgCl,, 1
mM de Ditiotreitol [TDT], 60 mM de NaCl), y afadié 3 ul a
100 pl de tampdén de RNasa I (100 mM de NaCl, 50 mM de Tris-
HC1 [pH 7.9], 10 mM de MgCl,, 1 mM de TDT) con o sin 50
unidades de RNasa I (catdlogo no. M0243S5; NEB). La
digestién se llevd a cabo durante 5 minutos a 37 °C, y los

dcidos nucleicos fueron extraidos por CIP y precipitados
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como se describidé anteriormente. Los A&acidos nucleicos se
resuspendieron en 20 ul de mezcla de reaccidén de
transcripcién inversa; una reaccidén sin la transcriptasa
inversa también fue montada para asegurar la ausencia del
ADN protegido. E1 ADNc resultante fue amplificado con
cebadores especificos a TiLV (anidado ext-1
[TATGCAGTACTTTCCCTGCC] (SEQ ID NO: 24) vy anidado ext-2
(TTGCTCTGAGCAAGAGTACC] (SEQ ID NO: 25)) o con cebadores
especificos a retrovirus de Channa (SnRV) (Channa gag-pol
fw [CAGATCACTGATCGATGC] (SEQ ID NO: 26) y Channa gag-pol
rev [GTCTGAAAGGTAAGGTGG] (SEQ ID NO: 27)). Los productos
amplificados (491 % 284 bp para TiLV \% SnRV,
respectivamente) fueron separados por electroforesis en
geles de agarosa al 1%.

Ensayos de sensibilidad de éter y cloroformo: Se

realizaron los ensayos de sensibilidad de TilV para éter y
cloroformo como se describe antes (Crandell et al. 1975;
Hutoran et al. 2005).

Reproduccién experimental de la enfermedad v

cuestiones éticas: Las especies de tilapia utilizadas en

este estudio, O. niloticus (cepa Chitralada), se cultivd en

una instalacién libre de patdgeno especifico (SPF)
(ambiente libre de patdgeno tratado con UV) a una
temperatura constante de 28 °C. Los peces fueron

alimentados con un régimen diario del 2% (peso/peso); 1los
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pardmetros de agua (02 > 5 ppm, NH4+ < 1 ppm, NaCl < 1 ppt)
fueron mantenidos constantes. Se llevaron a cabo todas las
infecciones inducidas experimentalmente con el aislado de
campo de TiLV (aislado 4/2011, paso 2), en el que se
divididé en alicuotas y se mantuveron congelados a -80 °C.

Antes de usar, el virus fue descongelado y se cultivd una

vez més (paso 3). Para la reproduccidén artificial de 1la
enfermedad, 2.6 X 10° TCIDsg se inyectdé6 por via
intraperitoneal (i.p.) (Grupo 1) en cada pez (30 a 35
gramos) . Todos los experimentos se realizaron por
triplicado con grupos de 30 peces. Para prevenir las

infecciones transmitidas por el agua, cada grupo de peces
se mantuvieron en un acuario separado de 100 1litros.
Durante los ensayos de convivencia (Grupo 2), se
mantuvieron grupos de 30 peces en acuarios de 200 1litros
que fueron divididos en tres compartimentos por rejillas
permeables al agua, gue permitia la circulacidén de agua
(pero no de peces) en el acuario; un grupo de control se
mantuvo en el medio. Los ©peces dque sobrevivieron la
infeccién primaria por i.p. se agruparon y 3 semanas
después fueron divididos en dos grupos (cada uno con 15
peces) e infectados una vez mas por inyeccidn
intraperitoneal. Los grupos de control se inyectaron con
cultivos de E-11 no infectados (sin tratamiento).

Cuando se realizaron los experimentos 1in vivo/ex
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vivo, el cerebro de 1los ©peces inyectados con TilV
individuales fueron recolectados (5 a 7 dias después de 1la
inyeccién) y molido como antes. Los homogeneizados (500 ul)
se incubaron con cultivos de E-11 confluentes. Después de
la publicacién de CPE, los sobrenadantes se recolectaron e
inyectaron (200 pL) i.p. en los peces sin tratamiento.

Las condiciones de salud de los ©peces fueron
cuidadosamente supervisadas a lo largo de los periodos de
crecimiento y experimento; los signos externos y las tasas
de mortalidad fueron supervisados dos veces al dia para un
total de 21 dias. El1 cuidado de 1los animales, manejo
experimental vy normas de seguridad se ajustaron a 1los
lineamientos establecidos por la Comisién de cuidado de
animales de laboratorio en los servicios veterinarios
israelies y se llevaron a cabo bajo permiso de 020 b5471 6,
publicado por el Comité israeli para el Bienestar Animal.

Andlisis Histoldégico: Las muestras de tejido fueron

recolectadas de los peces eutanasiados infectados
naturalmente por 1incisidén abdominal vy se fijaron en
formalina tamponada neutra al 10%. Los especimenes fueron
incorporados en parafina (Paraplast Plus; Diapath), cortado
por micrétomo (Reichert-Jung 2050) en serie de secciones de
5 um, tefiidos con hematoxilina vy eosina (H & E) 277
(Roberts et al. 2012) y se examina bajo un microscopio

6ptico (Leica DMRB). Las imégenes fueron adquiridas por un
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sistema de iluminacién digital de Nikon.

Analisis Estadistico Los resultados de los

experimentos in vivo se presentaron como porcentajes de las
tasas de mortalidad medias de tres (o dos, en caso del pez
sobreviviente) experimentos independientes. Cada
experimento incluyd tres grupos experimentales (tres
repeticiones independientes) de 30 peces.

Los experimentos con los peces sobrevivientes fueron
realizados por duplicado (dos repeticiones independientes),
en el que cada grupo estuvo integrado por 20 peces. La
variabilidad entre experimentos (infeccidén por inyeccidn
intraperitoneal directa, infeccién por convivencia y 1los
peces de control) se determiné mediante pruebas de chi
cuadrado, en las que un valor P mayor de 0.05 se considerd
significativo.

Deposicién de cultivo: TiLV (No. de acceso a CNCM I-

4817) fue depositado en la coleccidén nacional de cultivos
de microorganismos (CNCM) en el Instituto Pasteur, Paris,

Francia. Numero de acceso a secuencia de nucledtido: E1

numero de accesidén de GenBank para la secuencia extendida
del clon 7450 es KJ605629 (SEQ ID NO: 1).

Ejemplo 2 - Distribucién geografica y caracteristicas
de las tilapias enfermas del mar de Galilea y estanques
comerciales.

Se detectaron brotes de enfermedades en las tilapias
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silvestres vy comerciales en el mar de Galilea vy en
estanques comerciales en Israel, situado en la orilla
costera norte, Bet-Shean, Yizrael, el valle del Jordéan vy
alta y baja Galilea. En 1los estanques comerciales, esta
enfermedad dio lugar a una mortalidad masiva (Figura 1A).
El muestreo del pez procedente de capturas comerciales en
el mar de Galilea reveld que todas las especies de tilapia
son susceptibles a la enfermedad, aungque no se observaban
mortalidades masivas. En este caso, los peces enfermos se
presentan con las lesiones oculares pronunciadas (Figura
1B) .

Los hallazgos patoldégicos incluyen lesiones
macroscdpicas caracterizadas principalmente por
alteraciones oculares, incluyendo opacidad del lente
(catarata). En casos avanzados, las lesiones incluyen
lentes rotas con wuveitis inducida por facocléastica o
endoftalmitis acompafado por la formacién de una membrana
ciclitica, seguida por la hinchazén del globo ocular
(buftalmia), pérdida de la integridad del globo con cdérneas
perforadas ocasionales y con poros del contenido espesado o
contraccién y pérdida del funcionamiento ocular (ftisis
bulbi) (Figura 1B). Otras lesiones incluyen erosiones de la
piel (observadas en tilapias criadas en estanque enfermas;
Figura 1C), hemorragias en las leptomeninges y congestiodn

moderada del bazo y del rifién (Figura 1D).
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Las lesiones histoldégicas del cerebro incluyen edema,
hemorragias focales en las leptomeninges y congestioén
capilar en la materia blanca vy gris (Figura 1E). Se
detectaron focos de gliosis vy manguitos perivasculares
ocasionales de 1linfocitos (Figura 1F). Algunas neuronas
dentro del telencéfalo y en particular en los 1lébulos
bpticos muestran distintos niveles de degeneracidn
neuronal, incluyendo rarefaccién y vacuolizacidn y nlcleos
desplazados periféricamente (cromatolisis central).

Las lesiones oculares incluyeron una céapsula
lenticular ondulada, delgada y con frecuencia en espiral vy
rota, rodeada de fibroplasia <circular vy fibrosis con
miltiples sinequias al iris vy cuerpo ciliar (sinequia
posterior) y un numero moderado de células granulociticas
eosinéfilas y centros melano-macréfago o) MMCs. El
infiltrado extendido en la cédmara anterior, iris, humor
vitreo Y coroides (endoftalmitis). Habia cambios
opacificados dentro del lente caracterizado por estructuras
esféricas homogéneas eosindéfilas (glébulos de morgagni),
las células epiteliales marcadamente agrandadas en el lente
con abundante citoplasma microvacuolado eosindéfilo (células
de la vejiga), grandes lagos de fluido proteinico (fibras
del 1lente licuadas), mineralizacién vy células alargadas
aplanadas (metaplasia fibrosa) (Figura 1Ga, en comparacién

con un lente normal en la Figura 1 Gb). El epitelio
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escamoso de la cérnea con frecuencia fue -erosionado vy
ulcerado e infiltrado por un numero moderado de linfocitos,
macréfagos y células granulociticas eosindéfilas, vy fue
subrayado por el neovascularizacién estromal vy edema
(Figura 1H).

El parénquima hepédtico muestra focos distribuidos al
azar ocasionales de hinchazén hepatocelular y claro, con la
acumulacién citoplasmética de pigmento amarillo a marrdn
granular. El bazo era hiperplédsico, con proliferacién de
linfocitos que rodean los elipsoides. Los MMCs aumentaron
en tamafio y cantidad en el higado y el bazo. Los MMCs son
racimos caracteristicos de células cargadas de pigmento,
comunmente vistas dentro de la matriz de soporte
reticuloendotelial de 1los tejidos hematopoyéticos. La
proliferacién de MMC se asocia con etapas tardias de
infeccidén crénica como una respuesta a la lesidén de tejido
severa en una variedad de infecciones (sobre todo virus) o
las condiciones ambientales pobres. Por 1lo tanto, se
consideran indicadores de salud de la poblacién de peces
(Agius y Roberts 2003).

Ejemplo 3- Aislamiento del agente etiolégico de
ejemplares infectados

Para cultivar patdgenos potenciales de tilapias
enfermas, los o6rganos de los peces con las caracteristicas

descritas anteriormente se agruparon, homogeneizaron y se
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incubaron con ocho diferentes 1lineas celulares como se
describe en el Ejemplo 1. No se identificdé ninguin patdgeno
conocido, y sdélo la linea celular E-11 extablecida y las
células cerebrales de tilapia primaria demostraron
constantemente CPE en incubacidén con los homogenados antes
mencionados. En las células E-11, CPE se convirtidé visible
5 a 7 dias después de la inoculacién, con la aparicién de
vacuolas citoplésmicas y formacién de la placa (Figura 234),
que progresd rapidamente a una desintegracidén casi completa
de la monocapa celular (en los dias 9 a 10 después de la
inoculacién). E1 CPE en las células cerebrales de tilapia
primaria se caracterizdé por la conversién de las tipicas
células alargadas en las células hinchadas, redondeadas vy
granuladas, que fueron claramente observadas en los dias 10
a 12 después de la inoculacién (Figura 2B), que lleva a un
gran desprendimiento de la monocapa (dias 14 a 19), pero
sin formacién de placa. E1 E-11 infectado por prueba de
control vy «cultivos cerebrales de tilapia primarios no
mostrdé ninguin CPE (Figuras 2C y 2D, respectivamente). Los
resultados similares se obtuvieron cuando se utilizaron los
sobrenadantes de los cultivos con CPE para inocular 1los
cultivos sin tratamiento (probadas para hasta 18 pasajes) vy
cuando los sobrenadantes o) los homogenados antes
mencionados, se filtraron a través de 0.22 [Om filtros.

Ademds, el numero de placas inducido por el agente se



10

15

20

25

142

relaciona directamente con su dilucidén, produciendo una
curva de un hit. Una sola unidad infecciosa por lo tanto
fue suficiente para producir una placa. Estos resultados
indicaron que el CPE descrito fue debido a la presencia de
un agente infeccioso, probablemente un virus. El agente
causante de CPE fue recuperado de 25 muestras, recolectadas
de todas 1las regiones israelies donde 1los peces fueron
cultivados.

Ejemplo 4 - Caracteristicas morfoldégicas de 1las
particulas tipo virus

Mas apoyo para la infeccidén viral en cultivos de E-11
que muestran CPE vinieron del examen de ME de secciones
delgadas de estas células como se describe en el Ejemplo 1.
Este andlisis reveldé la presencia de escasas particulas
densas a los electrones (diémetro, 55 a 75 nm), incluidas
en la membrana intracitoplasmadtica (Figura 2E) o dentro del
citoplasma (Figura 2F). No se encontraron dichas particulas
en los cultivos de células sanas de control. Cabe sefialar,
que estas particulas no originan los retrovirus de cabeza
de serpiente (SnRV) que se expresan en E-11, desde 1los
montajes de este retrovirus tipo C son mas grandes y se
generan sélo en la membrana plasmatica; por otra parte, los
viriones nacientes de SnRV no fueron visualizados por ME en
esta linea celular especifica (aungque las secuencias de

SnRV podrian ser amplificadas por PCR).
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Los granulos, purificados a partir de los
sobrenadantes de los cultivos de E-11 infectados por
ultracentrifugacién a través de las almohadillas de
sacarosa al 25%, fueron tefiidos negativamente y examinados
por ME. Este andlisis reveld estructuras tipo viriédn
(aproximadamente 75 a 80 nm) rodeadas por una capa Jgruesa
facilmente detectada (Figura 2G). Estos viriones eran
abundantes y no se detectaron en los gréanulos de control
preparados a partir de las células E-11 sin tratamiento.

Ejemplo 5- Sensibilidad del agente infeccioso al éter
o cloroformo

El anédlisis del ME del Ejemplo 4 indicaron que el
agente infeccioso aislado de 1la tilapia enferma, es un
virus envuelto. Para probar esto, los viriones en 1los
sobrenadantes de las células E-11 infectadas fueron
expuestos a éter o cloroformo y el efecto de estos
tratamientos en la infectividad se midié como se describe
en el Ejemplo 1.

La tabla 1 sintetiza los resultados de dos y tres
repeticiones de los ensayos de sensibilidad de éter vy
cloroformo, respectivamente. Se observdé una reduccidn de la
infectividad de aproximadamente tres (cloroformo) a cinco
(éter) oOrdenes de magnitud, qgque demuestra la sensibilidad
del agente a estos disolventes. Esto indica que el agente

infeccioso de hecho estd envuelto por una membrana
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lipidica.

TABLA 1 Ensayos de sensibilidsd da éter v cloroformo
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Ejemplo 6- Caracterizacién Molecular inicial del
Virus de la tilapia

Al haber demostrado que un agente infeccioso puede
ser aislado de peces enfermos y puede ser propagado en
cultivo celular especifico (Ejemplos 3), este agente
causante de la enfermedad fue nombrado virus de la tilapia
del lago (TiLV), como una referencia al sitio desde el que
fue inicialmente aislado.

Para purificar el TiLV, los sobrenadantes de cultivo
infectados por TiLV fueron fraccionados mediante gradientes
de paso de sacarosa de velocidad desde 10 hasta 70% de
sacarosa. La actividad de induccidén de CPE fue localizada
principalmente a las fracciones de sacarosa al 30 a 40%.

Para identificar ademéds secuencias especificas de
TiLV, se extrajo el ARN de los viriones de TiLV
(purificados por almohadillas de sacarosa a través de
ultracentrifugacién) y utilizado como una plantilla en una
reaccidén de transcripcidén inversa. Los fragmentos del ADNc

resultante se clonaron mediante un enfoque de pistola como
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se describe en el Ejemplo 1. Este enfoque permite 1la
clonacién de ADNcs que estdn presentes en pequerias
cantidades, sin conocimiento previo de sus secuencias. Uno
de estos fragmentos (clon 7450) fue sometido a reacciones
de RACE 5' y 3', dando por resultado la identificacidén de
1,326 bases de una secuencia de TiLV (SEQ ID NO: 1) (nuUmero
de acceso a GenBank KJ605629), que contiene un marco
abierto de lectura (ORF) de 420 aminoadcidos (SEQ ID NO:
12). La SEQ ID NO. 1 fue identificada mé&s adelante como
parte de la SEQ ID NO: 9.

No se encontraron homologias significativas en las
secuanicas de &cidos nucleicos y proteina de este clon
usando buUsquedas BLAST (Altschul et al. 1997; Johnson et
al. 2008) en las bases de datos de GenBank.

Ejemplo 7- PCR para la deteccién de TiLV

Como se describe en el Ejemplo 1, se realizdé PCR para
detectar TiLV. Para establecer un ensayo de PCR para la
deteccidén de TiLVv, el ARN total fue extraido de 1los
cerebros, rifiones, corazones, higados y bazos de peces
moribundos. Ademéds, el ARN fue extralido del cerebro de la
tilapia primaria infectado con TiLV o cultivos de E-11 vy
fue wutilizado como una plantilla para la generacidn de
ADNc. Estas muestras fueron sometidas a RT-PCR con
cebadores que se derivaron del clon 7450 (SEQ ID NO: 1). Un

fragmento de 250 bp fue amplificado con ME1
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(GTTGGGCACAAGGCATCCTA) (SEQ ID NO: 23) y el clon 7450/150R
(TATCACGTGCGTACTCGTTCAGT) (SEQ ID NO: 16). Los ensayos de
PCR dio 1lugar a la amplificacién del fragmento 250 bp
esperado de los cerebros de los peces infectados por TiLV
(Figura 3A).

La amplificacién de TiLV fue alcanzada solamente
después de un paso de transcripcién inversa, incluso bajo
condiciones en las que las muestras no fueron tratadas con
DNasa (Figura 3B). Se extrajdé el ARN total del sobrenadante
o de extractos celulares del cultivo E-11 infectado por
TiLV, o del cultivo de E-11 sin tratamiento. Las muestras
no fueron tratadas con DNasa y la transcripcidén inversa se
realizé (+) o no (-) antes del paso de PCR. También se
incluyé un control negativo de "no ARN" (carril 7). Un
fragmento de 491-bp fue amplificado <con los cebadores
anidados ext-1 (TATGCAGTACTTTCCCTGCC) (SEQ ID NO: 25) vy
anidado ext-2 (TTGCTCTGAGCAAGAGTACC) (SEQ ID NO: 26), sblo
cuando se realizé la transcriptasa inversa. Esto es
altamente indicativo de un genoma de ARN de TiLV. La
amplificacién consistente en las muestras de los tejidos
cerebrales fue observada en comparacién con los otros
6rganos. También se observdé la amplificacién en cerebro de
tilapia primaria infectada por TilLV y cultivos de E-11 pero
no en un control negativo que incluia ADNc preparado a

partir del cerebro de un pez saludable (sin tratamiento)
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(Figura 3B).

No se observé amplificacién en controles negativos
adicionales, que incluian cerebro de tilapia primaria
infectada por prueba y cultivos de E-11 o cultivos de E-11
infectados con el betanodavirus de necrosis nerviosa viral
(VNN) . Cabe sefialar, la ausencia de amplificacién en 1la
muestra de células infectadas con VNN que indica ademas que
el clon 7450 representa una secuencia derivada de TilV en
lugar de un gen de pez que es regulado al alza después de
la infeccidén. En todos los casos, la secuenciacidén de 1los
fragmentos amplificados reveld completa identidad con 1la
secuencia prevista.

El ensayo de PCR anterior también ha aprovechado para
probar atn més la naturaleza de ARN del genoma de TiLV.
Para esto, los viriones en los sobrenadantes de cultivos de
E-11 infectados por TiLV se expusieron a DNasa I y RNasa A
para digerir los &cidos nucleicos gque no estan protegidos
por los viriones. Las particulas fueron granuladas a través
de almohadillas de sacarosa y digeridas con proteinasa K, y
los &cidos nucleicos desproteinizados protegidos fueron
purificados. Estos &cidos nucleicos fueron expuestos a
RNasa I, una enzima con una preferencia por el ARN de una
hebra. Los productos resultantes fueron transcrito o no
inversos y sometidos a amplificacidén por PCR usando

cebadores especificos a TiLV. (Anidado ext-1
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[TATGCAGTACTTTCCCTGCC] (SEQ ID NO: 25) vy anidado ext-2
(TTGCTCTGAGCAAGAGTACC] (SEQ ID NO: 26)) o} cebadores
especificos a SnRV (Channa gag-pol fw [CAGATCACTGATCGATGC]
(SEQ ID NO: 27) y Channa gag-pol rev [GTCTGAAAGGTAAGGTGG]
(SEQ ID NO: 28).

La amplificacién de secuencias de TiLV se observd
s6lo después de un paso de transcripcidén inversa (Figura
3C, carriles 1 y 3, similar al resultado en la Figura 3B),
y s6lo si RNasa I se evitdé (Figura 3, carriles 1 y 2). E1
ARN genémico de Unica hebra de SnRV, que fue copurificada a
lo largo del genoma de TiLV, fue wutilizado como control
positivo interno para este ensayo (Figura 3C, carriles 5 vy
8). Estos resultados indicaron ademds que el genoma TiLV,
encapsulado en el viridén, estd compuesto de ARN en forma de
Gnica hebra.

Ejemplo 8- Reproduccién de 1la enfermedad de 1la
tilapia por inyeccién Intraperitoneal

Para probar si TilLV puede causar enfermedad en las
tilapias, los sobrenadantes de los cultivos cerebrales de
la tilapia primariaa o de E-11 infectadas por TiLV o sin
tratamiento fueron filtrados (0.22 mm) y se inyectd 200 [1
i.p. en Tilapia nilotica sin tratamiento (grupos de 30
peces como se describe en el Ejemplo 1). Todos los peces
sin tratamiento fueron inoculados con los sobrenadantes de

control (de los cultivos de E-11 sin tratamiento) seguia
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siendo asintomédticos. Sin embargo, 74 a 85% de los peces
que fueron inyectados con los sobrenadantes de cultivos
cerebrales de tilapia primaria infectada por TiLV o E-11
infectados por TiLV desarrollaron enfermedad <clinica
(letargo, decoloracidén, alteraciones oculares, parches en
la piel y ulceras) y murieron dentro de 10 dias (Figura 4).
También se observé la misma tasa de mortalidad para 1los
peces inyectados con TiLV que fueron purificados por el
ensayo de dilucidén de punto final (TiLVx2). Ademéas, 1los
cerebros de peces experimentalmente infectados fueron
cosechados e incubados de manera concomitante con las
células E-11 sin tratamiento. Tales cultivos desarrollaron
un CPE caracteristico. Los sobrenadantes de estos cultivos
fueron cosechados e inyectados en peces sin tratamiento,
dando lugar a la aparicién de la enfermedad en los peces.
En general, este en un experimento de paso in vivo/ex vivo
se repitidé en serie tres veces, con una tasa de mortalidad
constante de 75 a 85% en cada ronda dentro de los 10 dias
después de la inyeccidn.

Esto claramente confirmé que TiLV, aislado de 1los
peces infectados y propagado en células E-11, de hecho fue
el agente etioldégico de la enfermedad. Es importante, gue
los ©peces que sobrevivieron a la enfermedad inducida
experimentalmente (35 peces) fueron totalmente inmunes al

desarrollo de la enfermedad después de un desafio dque
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consiste en una segunda inyeccién i.p. (3 a 4 semanas
después de la primera inyeccién). Esto indica que el pez
puede montar una respuesta inmune protectora a TiLV.

Ejemplo 9- Reproduccién de 1la enfermedad de 1la
tilapia por convivencia

Para determinar si TiLV es transmisible en un entorno
que se asemeja a las condiciones naturales, se realizd un
experimento de convivencia en que los peces sin tratamiento
convivian con los peces infectados experimentalmente con
TiLV como se describe en el Ejemplo 1.

Estos experimentos demostraron claramente que el pez
sin tratamiento desarrolld una enfermedad letal, con una
tasa de mortalidad similar a la obtenida por via i.p. pero
con cinética més lenta (2 a 3 dias de demora en llegar al
50% de mortalidad, P <0.05 (Figura 4)). Estos experimentos
proporcionan evidencia de la capacidad de TiLV para
difundirse a través de una via transmitidas por el agua.

Ejemplo 10 - Andlisis de los datos de Bioinformatica

Se obtuvieron datos de Ion Torrent wusando como
plantilla el ARN cerebral de la tilapia enferma después del
agotamiento del ARN ribosomal (dos Dbibliotecas). Se
generaron datos Illumina para nucleasa tratada vy las
particulas purificada por gradiente de sacarosa obtenidas
de las células de cultvio de E1ll1 infectadas (dos

bibliotecas) . Las bibliotecas de Ion Torrent fueron
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preprocesadas con cutadapt (Martin 2011) para eliminar 1los
extremos de baja calidad, cortadas a la longitud méaxima de
150 bp y despojadas de las secuencias del adaptador.

Las lecturas de todas las cuatro bibliotecas (2
cultivos cerebrales y 2 cultivos celulares) se clasificaron
taxondémicamente mediante taxMaps

(https://github.com/nygenome/taxmaps) por mapeo contra la

base de datos del Centro nacional para la Informacidn
Biotecnoldégica (NCBI), la base de datos de NCBI RefSeqg
(Pruitt et al. 2012), la secuencia de genoma de la tilapia
de referencia (Orenill.l) y sus correspondientes secuencias
de ARNm de la tilapia anotadas (Brawand et al. 2014). Las
lecturas no clasificadas (sin mapeo a cualguier secuencia
conocida) entonces fueron montadas independientemente
usando el ensamblador de VICUNA (Yang et al. 2012). Los
céntigos de cada biblioteca se alinearon con BLAST (Camacho
et al. 2009) contra todos los coéntigos de 1las otras 3
bibliotecas, reteniendo hits con un wvalor e de 1le-10 o
inferior. El agrupamiento de Unico wvinculo se utilizé para
agrupar todos los céntigos que mostraron cualquier
similitud. En el supuesto de que el agente infeccioso debe
estar presente en todas las 4 bibliotecas, los 10 racimos
de céntigo se didentificaron gque contenian al menos un
cdédntigo de cada una de las 4 bibliotecas.

Dentro de cada racimo, los cdéntigos se alinearon
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entre si para montarse manualmente para generar la maxima
longitud de secuencia después de las duplicaciones en
tdndem invertidas en los extremos de los cdédntigos,
resultaron probablemente de artefactos de amplificacidn,
que fueron qguitadas. Los ORFs predichos superpuestos en
céntigos de los diferentes montajes fueron utilizados para
corregir errores del marco de lectura (gue ocurre sobre
todo debido a indels en las lectiras del Ion Torrent) vy
deducir el ORF més largo posible.

Basado en un modelo en donde los segmentos gendmicos
se prevén que contienen términos conservados, se utiliza
una combinacién de andlisis k-mer, anédlisis de profundidad
de lectura, y conservacién manual para construir motivos de
secuencia terminal 5' y 3' para refinar las secuencias
terminales. El1 mapeo de las secuencias de consenso final 10
contra los datos de lectura puros iniciales con BWA-MEM (Li
2013) demostraron que el 99% de las lecturas no
identificadas de las bibliotecas de Illumina y el 87% de
las lecturas no identificadas de las bibliotecas de Ion
Torrent mapeadas a las secuencias de consenso.

Ejemplo 11- Caracterizacién completa del genoma de
TiLVv

Con base en las secuencias de consenso bioinforméatica
de los cebadores de PCR fueron disefiados y las secuencias

contiguas de los 10 racimos amplificados de los ejemplares
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de Tilapia infectados. Las secuencias terminales de cada
uno de los segmentos de genoma fueron revisadas por
amplificacién rapida de 5'- y 3'- de los extremos de ADNc
(RACE) (Tabla 2). Los andlisis andlogos por secuenciacidn
de alto rendimiento y amplificacién por PCR se realizd en
las muestras de la tilapia enferma de Israel y entonces se
realizé en las muestras de la tilapia con un sindrome de
enfermedad similar de Ecuador. Se obtuvieron las secuencias
para todos los 10 segmentos que mostraron una identidad de
secuencia de nucledétido mayor al 94% a las secuencias
correspondientes de la Tilapia israeli.

Los fragmentos de cada segmento se clonaron en
vectores de pléasmido para generar sondas para transferencia
por adsorcién Nothern. Se utilizaron tres mezclas de sondas
que representan los segmentos 1, 4, 7 y 10 (Combo 1); 3, 6
y 9 (Combo 2); o 2, 5 y 8 (Combo 3) para evitar la
superposicién de sefial de los segmentos de tamafios
similares. El1 ARN total fue extraido de los higados de 1la
tilapia ecuatoriana enferma y de las células del cultivo
infectado con cerebro derivado de TilLV del sobrenadante de
cultivo celular o tilapia israeli. La transferencia por
adsorcién Nothern la presencia de todas las 10 secuencias
en extractos de &cido nucleico de la tilapia israelies vy
ecuatoriana infectada (Figura 5).

Las busquedas de homologia en la base de datos de



10

15

20

25

154

secuencia de NCBI rindieron solamente un

hit para el

segmento 1 que indicé wuna homologia muy distante con

motivos de polimerasa de ARN dependiente a ARN

ortomixoviral (Tabla 2).

Tabla 2 Segmentos de genoma de TilV

Homologiaa | SEQ IDNO
Tamafio
Segmento # de racimo secuencias
[nt] :
conocidas
dominios de 7
1 5 1640 polimerasa PB1
ortomixoviral
2 0 1471 ninguma 2
3 7 1371 ninguna o
4 4 1249 ninguna ]
5 1 1098 ninguna 3
i 2 1044 ninguna -
7 3 77 ninguna 3
3 9 657 ninguna 1
9 3 549 ninguna 10
10 6 465 ninguma 8

Ejemplo 12- Diagnéstico por PCR

PCR convencional: ILos cebadores NM-CLU7-SF1, 5’-AGT

TGC TTC TCA YAA GCC TGC TA (SEQ ID NO: 28) y NM-CLU7-SR1,

5"-TCG TGT TCA CAR CCA GGT TTA CTT (SEQ ID NO:

29) fueron

disefiados para amplificar una regidén de aproximadamente
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245-nt del segmento 3 de TilLV (racimo 7, no. de acceso
KJ605629) . E1l ADNc del reactivo TRI (Invitrogen) extraido
de ARN se sintetizdé con Superscript III (Life Technologies)
y hexdmeros aleatorios de acuerdo con el protocolo del
proveedor. E1 PCR se realizé con Amplitag Gold (Life
Technologies) y los productos de PCR visualizados en geles
de agarosa, purificados con el kit de Extraccién de Gel
Purelink (Invitrogen) vy confirmado por especificidad del
objetivo por la secuenciacién de Sanger en ambas hebras
(GeneWiz, NJ). (Figura 6)

PCR en tiempo real cuantitativo: Un ensayo de PCR en

tiempo real cuantitativo para TiLV se establecidé dirigido
al segmento 1 de TiLV y beta-actina como un control de gen
doméstico (ARNm beta-actina de Oreochromis niloticus,
XM 003443127) (Figura 7). Para ambos ensayos las regiones
objetivo respectivas se clonaron en vectores de pléasmido
usando los cebadores TiLV-CLU5-cF1, 5’'-GGT CAA TTC GAG TCA
TGC TCG (SEQ ID NO: 30) / TiLV-CLU5-cR1l, 5’-GCT GGA CTG CTT
TAT AAA TAG CAT AG (SEQ ID NO: 31), or TIL-Actin-cF1l, 5’-
ATC CTG CGT CTG GAC CTG GCT (SEQ ID NO: 32) / TIL-Actin-
cR1l, 5’'-TGC CAA TGG TGA TGA CCT GTC (SEQ ID NO: 33) para
generar estédndares de calibracidén cuantitativa (Figuras 7A
y 7B) .

El PCR en tiempo real dirigido se realizd usando los

siguientes nucledétidos especificos:
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segmento 1 de TiLV (racimo 5)

CLU5-ARNm-gFl1l, 5’"-AGC TAT GTT ATC TGG CGC T (SEQ 1ID
NO: 34)

CLU5-ARNm-gR1l, 5’-GTT GTT ATA CCT ATA GGC ACA T (SEQ
ID NO: 35)

CLU5-ARNm-Sonda, FAM-5’'-GCC ATT CCA CTC AGC AGA ACG
TCT G-TAMRA (SEQ ID NO: 36)

Beta-actina de tilapia

TIL-Actina-gqFl, 5’-GCG TGA CAT CAA RGA GAA GCT G (SEQ
ID NO: 37)

TIL-Actina-gqRl, 5’-CCA ATG GTG ATG ACC TGT C (SEQ 1ID
NO: 38)

TIL-Actina-Sonda, FAM-5’-CCC TGG AGA AGA GTT ACG AGC
TGC-TAMRA (SEQ ID NO: 39)

Como se muestra en la Figura 7C, la deteccidén del

TiLV auténtico fue encontrada en varias muestras de tejido
de la tilapia enferma de Israel usando PCR en tiempo real

con cebadores especificos para TiLV.



5

10

15

20

25

157

REFERENCIAS

Agius Y Roberts 2003. J. Fish Dis. 26:499-500.

Altschul et al. 1997. Nucleic Acids Res. 25:3389-

3402.
Bacharach et al. 2000. J. Virol. 74:11027-11039.
Bigarré et al. 2010. J. Fish Dis. 32:667-673.
Brawand et al. 2014. Nature 513:375-81.
Camacho et al. 2009. BMC Bioinformatics 10:421.
Crandell et al. 1975. J. Clin. Microbiol. 2:465-468.
Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO). 2010. Programa de informacién de especies

acudticas cultivadas, Oreochromis niloticus
1758). Food and Agriculture Organization of
Nations, Roma, Italia.

Food and Agriculture Organization of

Nations (FAO). 2010. Fisheries and Agquaculture
Species fact sheets: Oreochromis niloticus
1758). Food and Agriculture Organization of

Nations, Roma, Italia.

(Linnaeus,

the United

the United
Department.
(Linnaeus,

the United

Hasegawa et al. 1997. Fish Pathol. 32:127-128.

Hedrick et al. 2000. J. Agquat. Anim. Health 12:44-57.

Hutoran et al. 2005. J. Virol. 79:1983-1991.

Johnson et al. 2008. Nucleic Acids Res. 36(Suppl

2) :W5-W9.



10

15

20

2029.

158

Laham y Bacharach 2007 J. Virol. 81:10687-10698.
Li 2013. arXiv:1303.3997.

Martin 2011 EMBnet. journal 17:10-12.

Melamed et al. 2004. J. Virol. 78:9675-9688.
Nehls y Boehm 1995. Trends Genet. 11:39-40.

Oberpichler et al. 2008. Environ. Microbiol. 10:2020-

Pruitt et al. 2012 Nucleic Acids Res. 40:D130-D135.
Reed y Muench 1938. Am. J. Hyg. 27:493-497.

Reynolds 1963. J. Cell. Biol. 17:208-212.

Roberts et al. 2012 Laboratory Methods 1in Fish

Pathology, Fourth Edition, John Wiley & Sons, Inc.

Scotto-Lavino et al. 2006a. Nat. Protoc. 1:2742-2745.
Scotto-Lavino et al. 2006b. Nat. Protoc. 1:2555-2562.
Shlapobersky et al. 2010.Virology 399:239-247.

Yang et al. 2012. BMC Genomics 13:475.



10

15

20

25

159

REIVINDICACIONES

1. Un 4acido nucleico aislado que tiene una
secuencia seleccionada del grupo gque consiste en SEQ 1ID
NOs: 1-11.

2. Un &cido nucleico aislado complementario a
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOs: 1-11.

3. Un 4cido nucleico aislado gque es una
variante de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-11 y tiene por 1lo
menos aproximadamente 60% de identidad de secuencia a
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

4. El &4cido nucleico aislado de conformidad
con la reivindicacién 3, en donde la variante tiene por 1lo
menos aproximadamente 75%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente
95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o aproximadamente
99.5% de identidad con cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

5. Un acido nucleico aislado que es
complementario a una variante de cualquiera de las SEQ ID
NOs; 1-11 y en donde la wvariante tiene al menos
aproximadamente 60% de identidad de secuencia con las SEQ

ID NOs: 1-11.

6. El &cido nucleico aislado de conformidad
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con la reivindicacién 5, en donde la variante tiene por 1lo
menos aproximadamente 75%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente
95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o aproximadamente
99.5% de identidad con cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

7. Un &acido nucleico aislado que comprende
por lo menos 10 nuclebdtidos consecutivos que tienen una
secuencia seleccionada del grupo gque consiste en SEQ 1ID
NOs: 1-11.

8. Un 4&cido nucleico aislado que comprende
por lo menos 10 nuclebdétidos complementarios a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1-11.

9. El acido nucleico aislado de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el
dcido nucleico comprende por lo menos 10 nucledtidos.

10. El acido nucleico aislado de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el
acido nucleico es ADN.

11. El acido nucleico aislado de conformidad
con la reivindicacién 10, en donde el ADN es ADNc.

12. El &cido nucleico aislado de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el
acido nucleico es ARN.

13. Un polipéptido aislado codificado por el
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dcido nucleico gque tiene una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1-11.

14. Un polipéptido aislado codificado por un
dcido nucleico complementario a una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1-11.

15. Un polipéptido aislado que estd codificado
por una variante de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-11, en
donde dicha variante tiene por lo menos aproximadamente 80%
de identidad de secuencia a las SEQ ID NOs: 1-11.

16. El polipéptido aislado de conformidad con
la reivindicacién 15, en donde la variante tiene por 1lo
menos aproximadamente 85%, aproximadamente 90%,
aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente
97%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o)
aproximadamente 99.5% de identidad con cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-11.

17. Un polipéptido aislado que es codificado
por una variante de un &acido nucleico complementario a una
secuencia seleccionada del grupo gque consiste en SEQ 1ID
NOs; 1-11, en donde dicha wvariante tiene por 1o menos
aproximadamente 80% de identidad de secuencia con el
polipéptido codificado por un &cido nucleico complementario
a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

18. El polipéptido aislado de conformidad con

la reivindicacién 17, en donde la variante tiene por 1lo
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@)

menos aproximadamente 85%, aproximadamente 90%,
aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente
97%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o
aproximadamente 99.5% de identidad con cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-11.

19. Un polipéptido aislado gque comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

20. Un polipéptido aislado gue es una variante
de SEQ ID NO: 112 y tiene por lo menos aproximadamente 80%
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 12.

21. El polipéptido aislado de conformidad con
la reivindicacién 21, en donde la variante tiene por 1lo
menos aproximadamente 85%, aproximadamente 90%,
aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente
97%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o)
aproximadamente 99.5% de identidad con la SEQ ID NO: 12.

22. El polipéptido aislado de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 13-21, en donde el
polipéptido comprende por lo menos 8 aminoacidos.

23. Un anticuerpo aislado que se une
especificamente a un polipéptido codificado por el &cido
nucleico que tiene una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOs: 1-11, sus fragmentos y variantes.

24. Un anticuerpo aislado que se une

especificamente a un polipéptido gque comprende la secuencia
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de aminodcidos de SEQ ID NO: 12.

25. El anticuerpo aislado de conformidad con
las reivindicaciones 26 o 27, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo de diagndstico.

26. El anticuerpo aislado de conformidad con
las reivindicaciones 26 o 27, en donde el anticuerpo se une
al Virus de la Tilapia del Lago o un polipéptido tipo Virus
de la Tilapia del Lago e inhibe, neutraliza o reduce la
funcién o actividad del Virus de la Tilapia del Lago o el
polipéptido del Virus de la Tilapia del Lago.

27. El anticuerpo aislado de conformidad con
las reivindicaciones 26 o 27, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo policlonal.

28. El anticuerpo aislado de conformidad con
las reivindicaciones 26 o 27, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal.

29. Una composicidén inmunogénica que comprende
un acido nucleico del Virus de la Tilapia del Lago.

30. La composicidén inmunogénica de conformidad
con la reivindicacidén 29, en donde el &cido nucleico del
Virus de la Tilapia del Lago comprende el acido nucleico de
cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

31. La composicidédn inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 30, en donde el &cido nucleico del

Virus de la Tilapia del Lago comprende por lo menos 24
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dcidos nucleicos consecutivos.

32. La composicién inmunogénica de conformidad
con la reivindicacidén 29, en donde el &cido nucleico del
Virus de la Tilapia del Lago es sustancialmente idéntico a
la secuencia de &cido nucleico de cualgquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11.

33. La composicidén inmunogénica de conformidad
con la reivindicacidén 29, en donde el &cido nucleico es una
variante de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y tiene por
lo menos aproximadamente 60% de identidad de secuencia a
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

34. La composicidén inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 33, en donde la variante tiene por 1lo
menos aproximadamente 75%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente
95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o aproximadamente
99.5% de identidad con cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

35. La composicidén inmunogénica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 29-34, en donde el
acido nucleico es un ADNc.

36. Una composicidén inmunogénica que comprende
un polipéptido del Virus de la Tilapia del Lago.

37. La composicidén inmunogénica de conformidad

con la reivindicacién 36, en donde el polipéptido del Virus
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de la Tilapia del Lago es un polipéptido codificado por el
dcido nucleico de cualguiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

38. La composicién inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 37, en donde el &cido nucleico
comprende por lo menos 24 acidos nucleicos consecutivos.

39. La composicién inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 36, en donde el polipéptido del Virus
de la Tilapia del Lago es un polipéptido codificado por el
dcido nucleico que es sustancialmente idéntico al A&cido
nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

40. La composicidén inmunogénica de conformidad
con la reivindicacidén 36, en donde el &cido nucleico es una
variante de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11 y tiene por
lo menos aproximadamente 60% de identidad de secuencia a
cualgquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

41. La composicidén inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 40, en donde la variante tiene por 1lo
menos aproximadamente 75%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente
95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o aproximadamente
99.5% de identidad con cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

42. La composicidédn inmunogénica de conformidad

con la reivindicacién 36, en donde el polipéptido del Virus

de la Tilapia del Lago comprende la secuencia de
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aminoadcidos de la SEQ ID NO: 12.

43. La composicién inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 42, en donde el polipéptido comprende
por lo menos 8 aminodcidos consecutivos.

44 . La composicién inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 36, en donde el polipéptido es una
variante de la SEQ ID NO: 112 vy tiene por 1o menos
aproximadamente 80% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 12.

45, La composicidén inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 44, en donde la variante tiene por 1lo
menos aproximadamente 75%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente
95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o aproximadamente
99.5% de identidad con la SEQ ID NO: 12.

46. Una composicidén inmunogénica que comprende
un virus muerto qgue comprende un polipéptido del Virus de
la Tilapia del Lago.

47. Una composicidén inmunogénica que comprende
un virus atenuado que comprende un polipéptido del Virus de
la Tilapia del Lago.

48. La composicidn inmuniogénica de

conformidad con las reivindicaciones 29-47, que ademés

comprende por lo menos un excipiente, aditivo o adyuvante.
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49. La composicién inmunogénica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 26-35 y 37-41, en
donde el &acido nucleico es ADNc.

50. Una composicidén inmunogénica que comprende
un polipéptido fusién, donde el polipéptido fusioén
comprende un polipéptido del Virus de la Tilapia del Lago,
un fragmento o variante del mismo y por 1o menos un
polipéptido o fragmento de un virus adicional.

51. Un método para inducir una respuesta
inmune en un animal, el método comprende administrar 1la
composicién inmunogénica de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 29-50.

52. Un método para prevenir o reducir una
infeccién Viral de la Tilapia del Lago en un animal, el
método comprende administrar la composicidén inmunogénica de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 29-50.

53. El método de conformidad con las
reivindicaciones 51 o 52, en donde la composicidén
inmunogénica se administra por via oral, por inmersidén o
por inyeccidn.

54, El uso de la composicidén inmunogénica de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 29-50 en
la fabricacién de una vacuna para la prevencidén o
tratamiento del Virus de la Tilapia del Lago en un animal.

55. Una sonda de oligonucledtidos que
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comprende de aproximadamente 10 nucledtidos a
aproximadamente 50 nucledbétidos, en donde por 1o menos
aproximadamente 10 nucledétidos contiguos son por 1o menos
95% complementarios a una regidén objetivo de acido nucleico
dentro de una secuencia de &cido nucleico seleccionada del
grupo que consiste de las SEQ ID NOs: 1-11.

56. La sonda de oligonucledétidos de
conformidad con la reivindicacidén 55, en donde la sonda es
por lo menos aproximadamente 95.5%, aproximadamente 96%,

aproximadamente 96.5%, aproximadamente 97%, aproximadamente

97.5%, aproximadamente 98%, aproximadamente 98.5%,
aproximadamente 99%, aproximadamente 99.5% o

aproximadamente 99.9% complementaria con las SEQ ID NOs:
1-11.

57. La sonda de oligonucledétidos de
conformidad con la reivindicacidén 55, gque consiste de desde
aproximadamente 10 a aproximadamente 33 nucledétidos de una
secuencia de &cido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NOs: 1-11.

58. La sonda de oligonucledétidos de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 55-57,
en donde el &cido nucleico es ADNc.

59. Un &cido nucleico sintético que comprende
por 1lo menos aproximadamente 10 nucledtidos del 4&acido

nucleico aislado que tiene la secuencia de &cido nucléico
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de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

60. Un 4acido nucleico sintético que comprende
por lo menos aproximadamente 10 nuclebdétidos complementarios
al 4cido nucleico aislado que tiene la secuencia de &cido
nucléico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11.

61. Un método par determinar la presencia o
ausencia del Virus de la Tilapia del Lago en una muestra
biolégica, el método comprende:

a) contactar el acido nucleico de una muestra
biolégica con por lo menos un cebador gque es un Aacido
nucleico sintético de conformidad con la reivindicacidén 59
o la reivindicacidén 60;

b) someter el 4&cido nucleico y el cebador a
condiciones de amplificacidén, vy

c) determinar la presencia o ausencia del
producto de amplificacién, en donde 1la presencia del
producto de amplificacién indica 1la presencia de ARN
asociado al Virus de la Tilapia del Lago en la muestra.

62. El método de conformidad con la
reivindicacidén 61, en donde el cebador se selecciona del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 16, 23-25, 28-31, 34, vy
35.

63. El método de conformidad con la
reivindicacién 61, en donde se utiliza méds de un cebador, vy

los cebadores se seleccionan del grupo que consiste en:
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(SEQ ID NO: 23) y (SEQ ID NO: 16); (SEQ ID NO: 24) y (SEQ
ID NO: 25); (SEQ ID NO: 28) y (SEQ ID NO: 29); (SEQ ID NO:
30) y (SEQ ID NO: 31); y SEQ ID NO: 34) y (SEQ ID NO: 35).

64. Un conjunto de cebador para determinar la
presencia o ausencia de TiLV en una muestra bioldégica, en
donde el conjunto de cebador comprende por 1lo menos una
secuencia de acido nucleico sintético seleccionada del
grupo que consiste en:

a) un acido nucleico sintético de la
reivindicacién 59; vy

b) un acido nucleico sintético de la
reivindicacién 60.

65. El conjunto de cebador de conformidad con
la reivindicacidén 64, en donde los cebadores se seleccionan
del grupo que consiste en: (SEQ ID NO: 23) y (SEQ ID NO:
16); (SEQ ID NO: 24) y (SEQ ID NO: 25); (SEQ ID NO: 28) vy
(SEQ ID NO: 29); (SEQ ID NO: 30) y (SEQ ID NO: 31); vy SEQ
ID NO: 34) y (SEQ ID NO: 35).

66. Un método para determinar si una muestra
contiene o no Virus de 1la Tilapia del Lago, el método
comprende:

a) contactar una muestra Dbioldgica con un
anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido
codificado por el &cido nucleico de cualguiera de las SEQ

ID NOs: 1-11, sus fragmentos y variantes; vy
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b) determinar si el anticuerpo se une o0 no a un
antigeno en la muestra bioldgica, en donde la unidén indica
que la muestra bioldégica contiene Virus de la Tilapia del
Lago.

67. El método de conformidad con la
reivindicacién 66, en donde la determinacién comprende el
uso de un ensayo de flujo lateral o ELISA.

68. Un método para determinar si una muestra
biolégica ha sido infectada o no por el Virus de la Tilapia
del Lago, el método comprende:

a) determinar si una muestra bioldégica contiene o
no anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido
codificado por el &cido nucleico de cualgquiera de las SEQ
ID NOs: 1-11, sus fragmentos y variantes.

69. Un RNA de interferencia (ARN1) que
comprende una hebra sentido que tiene por 1lo menos 15
nucledtidos contiguos complementarios a la hebra anti-
sentido de un gen de un virus que comprende la secuencia de
dcido nucleico seleccionada del grupo gue consiste en SEQ
ID Nos: 1-11.

70. Un RNA de interferencia (ARN1) que
comprende una hebra anti-sentido que tiene por lo menos 15
nucledtidos contiguos complementarios a la hebra sentido de
un gen de un virus que comprende la secuencia de acido

nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID Nos:
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71. Un método para reducir los niveles de una
proteina viral de la Tilapia del Lago en un animal, ARNm
viral en un titulo animal o viral en una célula de un
animal, el método comprende administrar al animal un ARNi
de conformidad con las reivindicaciones 69 y 70.

72. El método de conformidad con la
reivindicacién 71, que ademés comprende administrar
conjuntamente un segundo agente de ARNi al animal, en donde
el segundo agente de ARNi comprende una hebra sentido que
tiene por lo menos 15 o més nuclebdétidos contiguos
complementarios a un segundo gen o segmento genético del
Virus de la Tilapia del Lago que comprende una secuencia de
dcido nucleico seleccionada del grupo gue consiste en SEQ
ID Nos: 1-11 y una hebra anti-sentido que tiene por 1lo
menos 15 o mas nucledtidos contiguos complementarios a 1la
hebra sentido.

73. Un virus aislado que comprende por 1lo
menos 24 nucledétidos consecutivos del &cido nucleico que
tiene la secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-11.

74. Un virus aislado que comprende por 1lo
menos 8 aminodcidos consecutivos de un polipéptido
codificado por el &acido nucleico que tiene la secuencia de

dcido nucleico de cualguiera de las SEQ ID NOs: 1-11.
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75. Una célula aislada que comprende el Aacido
nucleico que tiene la secuencia de cualgquiera de las SEQ ID
NOs: 1-11.

76. Un método para probar un agente para la
prevencidén y/o el tratamiento del Virus de la Tilapia del
Lago, que comprende:

a) contactar las células con el agente;

b) contactar las células con el Virus de la
Tilapia del Lago; y

c) medir el numero de células infectadas con el
Virus de la Tilapia del Lago,

en donde si el numero de células infectadas con
el Virus de 1la Tilapia del Lago se reduce O es menor
después del contacto con el agente, el agente es un agente
preventivo y/o terapéutico para el Virus de la Tilapia del
Lago.

77 . Un método para probar un agente para la
prevencién y/o el tratamiento del Virus de la Tilapia del
Lago, que comprende:

a) contactar las células con el Virus de 1la
Tilapia del Lago;

a) contactar las células con el agente; vy

c) medir la replicacidén del Virus de la Tilapia
del Lago,

en donde si la replicacién del Virus de 1la
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Tilapia del Lago es menor después del contacto con el
agente, el agente es un agente preventivo y/o terapéutico
para el Virus de la Tilapia del Lago.

78. Un kit para la deteccidén del Virus de 1la
Tilapia del Lago, gue comprende (a) por lo menos un cebador
que comprende un 4cido nucleico aislado que tiene la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera de las SEQ 1ID
NOs: 1-11 para amplificar &cidos nucleicos obtenidos de una
muestra bioldégica v, opcionalmente, (b) cebadores o
adaptadores adecuados para permitir la secuenciacién del
dcido nucleico amplificado vy la determinacién de la
presencia del Virus de la Tilapia del Lago.

79. E1 kit de conformidad con la reivindicacién
78, en donde el cebador se elige del grupo que consiste en:
SEQ ID NOs: 16, 23-25, 28-31, 34, y 35.

80. E1l kit de conformidad con la reivindicacidn
78, que comprende mas de un cebador, vy en donde 1los
cebadores se eligen del grupo que consiste en: (SEQ ID NO:
23) y (SEQ ID NO: 16); (SEQ ID NO: 24) y (SEQ ID NO: 25);
(SEQ ID NO: 28) vy (SEQ ID NO: 29); (SEQ ID NO: 30) y (SEQ
ID NO: 31); y SEQ ID NO: 34) y (SEQ ID NO: 35).

8l. Un kit para la deteccién del Virus de 1la
Tilapia del Lago que comprende por 1o menos dos
oligonucledétidos complementarios a la secuencia de éacido

nucleico de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-11, sus
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fragmentos y variantes, en un formato de micromatriz para

identificar el Virus de la Tilapia del Lago.
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RESUMEN

La invencién se dirige al Virus de la Tilapia del
Lago aislado o TilV, y las secuencias y polipéptidos de
acido nucleico aislado del mismo. La invencidén también se
refiere a sondas y cebadores, vy a anticuerpos contra
antigenos del TilLV, vy el wuso de estos reactivos para
detectar la presencia o ausencia de TilLV en un animal. La
invencidén también se refiere a ARNis que se dirigen a
secuencias de acido nucleico de TiLV. La invencidn también
se refiere a composiciones inmunogénicas, incluyendo
anticuerpos y vacunas, para inducir una respuesta inmune
contra TiLV en un animal. La invencidén también se refiere
a construcciones genéticas y células que comprenden TiLV y
secuencias de &cidos nucleicos aislados y polipéptidos de
las mismas para su uso en el desarrollo de agentes

profilacticos y terapéuticos.



