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VACUNA SUBUNITARIA CONTRA ADENOVIRUS AVIAR Y METODO DE PRODUCCION DE LA
MISMA

Campo de la invencion

El campo de la presente invencion se refiere a vacuna de subunidades de fibra de adenovirus aviar
(FAdV, por sus siglas en inglés) y métodos para su produccion.

Los FAdV, de la familia Adenoviridae, género Aviadenovirus, son virus de ADN bicatenario sin
envoltura clasificados en cinco especies (aviadenovirus de aves de corral A al aviadenovirus de aves de
corral E, FAdV-A al FAdV-E) en funcion de las caracteristicas genémicas y 12 serotipos subordinados
(FAdV-1 al -8a, -8b al -11) definidos por neutralizacion cruzada (Harrach et al., 2012; Hess, 2020).

Las enfermedades de las aves asociadas a FAdV, el sindrome de hepatitis -hidropericardio (HHS,
por sus siglas eninglés) y la hepatitis por cuerpos de inclusion (IBH, por sus siglas en inglés) comparten
mecanismos patégenos e inmunitarios caracteristicos, siendo en general muy distintas a las de la erosién
de molleja por adenovirus (AGE, por sus siglas en inglés). Una de las razones subyacentes parece ser una
relacién molecular mas estrecha entre los tipos causales de HHS (FAdV-4, especie FAdV-C) e IBH (FAdV-
2/-11, FAdV-D; FAdV-8ay -8b, FAdV-E) en comparacién con el FAdV-1 genéticamente separado (especies
FAdV-A) responsable de AGE (Schachner et al., 2018; Hess, 2020).

Tanto HHS como IBH se caracterizan por hemorragias y cambios necrobiodticos distréficos en el
higado y los rifones, acompafados de cuerpos de inclusion intranuclear. Un sintoma patoldgico
caracteristico es el higado dilatado, distrofico, de coloramarillento y textura desmenuzable. Mas raramente,
se podrian detectar focos necréticos macroscopicamente visibles en el higado. Los rifiones estan
agrandados, palidosy moteados con multiples hemorragias. A veces, se puede notar una atrofiade labolsa
de Fabricio. A menudo se observan equimosis y hemorragias estriadas en los musculos esqueléticos.
Microscoépicamente, se detectan cambios distroficos extensos y necrosis del parénquima hepatico. En los
nucleos de los hepatocitos se detectan cuerpos de inclusion basoéfilos o eosinofilos.

El diagndstico se basa en las lesiones macroscopicas comunes y los registros de antecedentes.
En varios casos, las lesiones dominantes son las hemorragias prominentes moteadas o estriadas del
higado. Ademas de esas lesiones, el HHS se caracteriza por un liquido de color pajizo amarillento en el
hidropericardio. Los brotes se encuentran principalmente en pollos de tipo carnico, mas comunmente a la
edad de 1-8 semanas. En comparacion con HHS, se informan varios serotipos, predominantemente
serotipos 2-11, en la causa de los brotes de IBH.

Los signos clinicos se pueden observar ya varias horas antes de la ocurrencia de la muerte.
Consisten en peine palido y barbas, depresion y apatia. La IBH se caracteriza por un inicio repentino y una
tasa de mortalidad bruscamente aumentada que alcanza los valores maximos entre el 3er y el 4to diay
regresa dentro delrango normal entre el 6to y el 7mo dia. La tasa total de mortalidad suele ser inferior al
10 %, pero puede alcanzar hasta el 30 %, con hasta el 70 % en el caso de HHS.

A pesar de la distribucién mundialy el grave impacto econémico de las enfermedades asociadas a
FAdV, las estrategias de inmunizacién disponibles en el mercado se basan principalmente en el uso de
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vacunas autégenas. Los productos con licencia estan disponibles principalmente para proteger a las aves
contra el HHS, desarrollado después de su primera aparicion. En Australia, ya se desarrollé una vacuna
viva basada en FAdV-8b en 1989 para controlar la IBH (Steer et al. 2011). En los ultimos afios, la escasez
de vacunas disponibles se ha abordado mediante el desarrollo experimental de antigenos de vacunacion
alternativos, incluidos ciertos vivos e inactivados (Schonewille et al., 2010; Kim et al., 2014; Gupta et al,
2018; Popowich et al. 2018; Steer-Cope et al. 2019; Grafl et al., 2020), asi como vacunas de subunidades
(Shah et al., 2012; Schachner et al., 2014; Wang et al. 2018; Schachner et al., 2018; Wang et al. 2019). En
la mayoria de los estudios, las proteinas estructurales de la capside de FAdV se utilizaron para la
formulacion de vacunas de subunidades, en funcién de su potencial inmunogénico y su funcién en la
concesion de antigenicidad del virus (Norrby, 1969). En términos particulares, la base de pentona
recombinante y la fibra, obtenida a partir de FAdV-4, demostraron ser exitosas para proteger a los pollos
contra la enfermedad asociada, HHS (Shah et al., 2012; Schachner et al., 2014; Chen et al., 2018; Wang
et al., 2019). Finalmente, lafibra-2 se integré en el virus recombinante de la enfermedad de Newcastle que
podriausarse paraprotegeralas aves del HHS, aunquesdlodespués dela vacunacion intramuscular (Tian
et al. 2020).

El documento WO 2015/024932 A1 describe una vacuna de subunidades que comprende proteina
fibra-2 de FAdV-C o un fragmento inmunogénico de la misma. Esta vacuna se puede utilizar para prevenir
el HHS en aves.

El documento WO 2015/024929 A2 describe una vacuna de subunidades que comprende una
proteinadefibra,seleccionadaapartirde la proteinade fibra-2del FAdV-C, la proteinade fibra-2 del FAdV-
A, la proteina de fibra del FAdV-B, FAdV-D y FAdV-E, o un fragmento inmunogénico de las mismas. Esta
vacuna se puede utilizar para prevenir por HHS, IBH o erosién de la molleja en las aves.

El documento CN 109 721 642 B se refiere a una vacuna de subunidades FAdV bivalente y su
método de preparacion. El documento describe el uso de las proteinas de fibra de cadena completa del
FAdV serotipo 4 y serotipo 8 a manera de inmundgenos para la preparacion de vacunas de subunidades
bivalentes.

Sin embargo, aun se necesitan vacunas con un espectro de proteccion extendido debido a la
incidencia simultanea e infecciones mixtas con diversas cepas de FAdV en el campo (Gomis et al., 2006;
Mittal et al., 2014; Schachner et al., 2016; Niu et al. 2018).

Porlo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar vacunas FAdV con un espectro
de proteccion extendido. Ademas, estas vacunas deben ser producibles con complejidad reducida y/o
mayor eficiencia en comparacion con las vacunas FAdV en el estado de la técnica, en particular en
condiciones de buenas practicas de fabricacion (GMP, por sus siglas en inglés).

La presente invencion proporciona una vacuna de subunidades FAdV (para aves, preferentemente
aves de corral, especialmente pollos), que comprende al menos una proteina de fibra FAdV quimérica y un
adyuvante (inmunitariamente efectiva).

Esta vacuna es preferentemente para usarse en la mejora o prevencion de AGE, IBH o HHS en
aves, preferentemente en aves de corral, especialmente en pollos.
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En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para vacunar a un ave contra una
infeccion por FAdV, que comprende los pasos de obtener la vacuna de la invencion y administrar la vacuna
al ave.

En aun otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para producir una vacuna de
subunidades FAdV, que comprende los pasos de expresar una proteina de fibra quimérica de FAdV en un
sistema de expresion, purificar la proteina de fibray combinar la proteina de fibra con un adyuvante (y
preferentemente componentes de vacuna adicionales, tales como vehiculos farmacéuticamente aceptables
y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables, en particular como se describe en la presente) para obtener
la vacuna de subunidades del FAdV.

En el curso de la presente invencion, de manera inesperada resultdé que las vacunas de
subunidades de FAdV con proteinas de fibra quiméricas son suficientemente inmunogénicas para ofrecer
un espectro de proteccion extendido (por ejemplo, cuando se comparan con una vacuna de subunidades
de FAdV basada en una sola cepa de FAdV). El uso de proteinas de fibra quiméricas tiene la ventaja
adicional de simplificar la fabricacion de la vacuna en comparacion con la expresion y combinacion de
varias proteinas de diferentes fibra recombinantes (por ejemplo, de multiples serotipos) en una Unica
vacuna, ya que la expresion de proteina de fibra quimérica es facimente posible en una unica linea celular
(que alberga el gen de fibra quimérica) en un unico biorreactor, la cantidad de etapas de mezcla durante la
elaboracion se puede reducir y la estequiometria 1:1 se puede controlar estrechamente (la fibra quimérica
se expresa comunmente de forma recombinante a partir de un Unico gen). Esta ventaja tiene una
importancia particular cuando la vacuna FAdV se produce a escalaindustrial y/o en condiciones GMP (que
se requiere para los medicamentos veterinarios en la mayoria de los paises).

Las enfermedades FAdV, con cuadros clinicos discretos causados por serotipos particulares, son
una carga economica para la industria avicola a escala mundial. Una creciente concienciade los tipos de
FAdV antigénicamente diversos que circulan conjuntamente en el campo, y la demanda de su control,
explica por qué se ha dedicado mucha investigacion ultimamente a dilucidar la amplia proteccion de los
antigenos candidatos, con resultados menos prometedores hasta ahora. Como paradigma general, la
inmunidad desarrollada contra un tipo especifico de FAdV no confiere proteccidn contra otros tipos, una
conclusion respaldada por los cambios observados hacia brotes con otros tipos virales después de la
implementacién de una pauta de vacunacion contralos previamente dominantes (Steer et al., 2011; Venne,
2013; Wang et al., 2018; Bertran et al 2021; Mo 2021).

La fibrade FAdV es un antigeno de superficie que presenta elevados niveles de diversificacion
entre especies y serotipos de FAdV. El ejemplo 1 demuestra la proteccion cruzada entre diferentes
serotipos que causan IBH con la introduccion de una proteina de fibra quimérica novedosa que fusiona
epitopos putativos de fibra FAdV-8ay -8b. En el ejemplo 2, se cre6 una novedosa fibra quimérica que
retiene las caracteristicas moleculares de FAdV-4 y -11 (denominada "crecFib-4/11"). Luego, el nuevo €l
constructo se probd in vivo para determinar su eficacia para inmunizar pollos contra diferentes
enfermedades asociadas a FAdV, tales como HHS e IBH, y se desempefid bien.

No relacionado con el presente contexto, las proteinas de fibra quiméricas basadas en proteinas
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de fibra de adenovirus humano (HAdV) se describen en US 7,741,099. Dichas proteinas de fibra de HAdV
quiméricas tienen un proposito completamente diferente, a saber, eludir la inmunidad antiadenovirica
preexistente en hospederos humanos cuando se usan capsides de HAdV quiméricas como vectores, por
ejemplo, para terapia génica. Este propésito es, por supuesto, opuesto al propdsito de la vacuna inventiva,
a saber, inducir inmunidad antiadenovirica en el hospedero (es decir, ave). Por consiguiente, dichas
proteinas de fibra de HAdV quiméricas en el estado de la técnica no se utilizan ni como una vacuna de
subunidades ni junto con un adyuvante inmunoefectiva, y mucho menos ambos.

De acuerdo con una modalidad preferida, la proteina de fibra FAdV quimérica comprende un
fragmento de proteina de fibra del extremo N-terminal de un primer serotipo FAdV y un fragmento de
proteina de fibra del extremo C-terminal de un segundo serotipo FAdV (es decir, diferente).

Para un espectro de proteccion aun mas amplio, se prefiere que el primer serotipo de FAdVy el
segundo serotipo de FAdV pertenezcan a diferentes especies de FAdV (por ejemplo, el primer serotipo de
FAdV que pertenece a FAdV-C, es decir, que es FAdV-4, y el segundo serotipo de FAdV que pertenece a
FAdV-D, o viceversa).

Se prefiere especialmente que el primer serotipo FAdV pertenezca a la especie FAdV FAdVCy €
segundo serotipo FAdV pertenezca a una especie FAdV seleccionada de FAdV-B, FAdV-D y FAdV-E (por
ejemplo, FAdV-E), o viceversa.

En otra modalidad, se prefiere que el primer serotipo FAdV pertenezca a la especie FAdV FAdV-A
y el segundo serotipo FAdV pertenezca a una especie FAdV seleccionada de FAdV-B, FAdV-D y FAdV-E,
0 viceversa.

En aun otra modalidad, se prefiere que el primer serotipo FAdV pertenezca a la especie FAdV
FAdV-C y el segundo serotipo FAdV pertenezca a la especie FAdV FAdV-A, o viceversa.

En otra modalidad preferida, se prefiere que el primer serotipo FAdV pertenezca a una especie
FAdV seleccionada a partir de FAdV-B, FAdV-D y FAdV-E (en particular FAdV-E) y el segundo serotipo
FAdV pertenezca a una especie FAdV seleccionada a partir de FAdV-B, FAdV-D y FAdV-E (en particular
FAdV-E), o viceversa, preferentemente en donde se seleccionan dos especies diferentes.

De acuerdo con otra modalidad preferida, el primer serotipo de FAdV es FAdV-4 y el segundo
serotipo de FAdV se selecciona de FAdV-2, FAdV-11, FAdV-8a y FAdV-8b (en particular FAdV-11), o
viceversa.

Enotramodalidad, se prefiere que el primer serotipo FAdV sea FAdV-1y el segundo serotipo FAdV
se seleccione de FAdV-2, FAdV-11, FAdV-8a y FAdV-8b, o viceversa.

En incluso otra modalidad, se prefiere que el primer serotipo de FAdV sea FAdV-4 y el segundo
serotipo de FAdV sea FAdV-1, o viceversa.

De acuerdo con aun otra modalidad preferida, el primer serotipo FAdV se selecciona a partir de
FAdV-2, FAdV-11, FAdV-8a y FAdV-8b (en particular FAdV-8b) y el segundo serotipo FAdV se selecciona
a partirde FAdV-2, FAdV-11, FAdV-8a y FAdV-8b (en particular FAdV-8a), o viceversa, preferentemente
con la condicion de que se seleccionen dos serotipos FAdV diferentes.

La vacuna de la presente invencion es por lo general de proteccion cruzada, es decir, induce
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proteccién inmunitaria (al menos parcial) contra al menos dos serotipos de FAdV (de la misma o diferente
especie de FAdV) en un ave, preferentemente en aves de corral, mas preferentemente en un pollo.

Se prefiere altamente que tanto el fragmento de proteina de fibra del extremo N-terminal como el
fragmento de proteina de fibra del extremo C-terminal de la proteina de fibra FAdV quimérica sean
inmunogénicos en un ave tal como un pollo.

Con este fin, es muy preferible que el fragmento de proteina de fibra del extremo N-terminal
comprenda al menos uno, preferentemente al menos dos, especialmente al menos tres epitopos (células
B)y el fragmento de proteina de fibra del extremo C-terminal comprenda al menos uno, preferentemente
al menos dos, especialmente al menos tres epitopos (células B). Dichos epitopos se pueden confimar
experimentalmente o predecir con métodos conocidos en la materia, por ejemplo, con el software
DiscoTope 2.0 (Vindahl Kringelum et al, 2012).

En el curso dela presente invencion, resultd que las proteinas de fibra FAdV quiméricas que tienen
el "interruptor de especificidad” dentro del dominio de perilla de fibra (ver ejemplos 1y 2, y en particular la
Figura 1) fueron particularmente adecuadas para los fines de la presente invencion. Por lo tanto, en otra
modalidad preferida, el fragmento de proteina de fibra del extremo N-terminal comprende un dominio de
eje de fibra y una parte del extremo N-terminal de un dominio de perilla de fibra, en donde el fragmento de
proteina de fibra del extremo C-terminal comprende una parte del extremo C-terminal de un dominio de
perilla de fibra.

Para la presente invencion, un fragmento de proteina de fibra (en particular fibra-2) de FAdV-C o
FAdV-A o de proteina de fibra de FAdV-B, FAdV-D o FAdV-E se puede utilizar como fragmento de proteina
de fibra (por ejemplo, fragmento de proteina de fibra del extremo N-terminal o C-terminal) de la proteina de
fibra FAdV quimérica. Varias secuencias de proteinas de fibra FAdV son conocidas por el experto en la
materia, por ejemplo, de las cepas de referencia KR5 (HE608152) o CFA20 (AF160185) o la cepa ON1
(GU188428 = NC_015323) o cualquier otro aislado de campo FAdV-C, por ejemplo, aislados V37, K99-
97, K388-95, K88-95, K31, Peru53, Peru54, c344, K1013, AG234, C2B, 09-584, 09-8846, 09-2602, 9221,
Da60, K1013QT e INT4 (como se describe por Marek et al., 2012)); y CELO (FAdV-A; Q64787) 340 (FAdV-
B), A2-A (FAdV-D; AC000013), HG (FAdV-E; GU734104); correspondiente a las entradas HBWGE5 de
UniProt, HBWG69, H8WG72, H8WG77, HBWG70, H8WG73, H8WG66, H8WG76, H8WG60, H8WG61,
H8WG62, HBWGT75, HBWG67, H8BWG78, HBWG6E3, H8WG6E8, H8BWG64, HBWGT74, HBWGT71, HBWQZ7,
H8WQZ2, H8WQW9, QOGH78, 055281, y F2VJI5. Otros ejemplos de proteinas de fibra FAdV se
enumeran, por ejemplo, en la Tabla 3 de WO 2015/024929 A2 y las Figuras 5a-5i de WO 2015/024929 A2.

En particular, cualquiera de los fragmentos de fibra de FAdV descritos en los ejemplos 1y 2 se
puede utilizar para la presente invencion (mas especificamente, la secuencia de aminoacidos traducida a
partir de esta), preferentemente en la combinacién y el orden descritos en estos ejemplos.

Por consiguiente, se prefiere que el fragmento de proteina de fibra del extremo N-terminal
comprenda una secuencia de aminoacidos al menos 70 %, preferentemente al menos 80 %, mas
preferentemente al menos 90 %, incluso mas preferentemente al menos 95 % o incluso 97.5 %,
especialmente 99 % o incluso completamente idéntica a cualquiera de las siguientes secuencias:
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Fragmento de fibra del extremo N-terminal FAdV-8a (SEQ ID NO: 1):
MATSTPHAFSFGQIGSRKRPAGGDGERDASKYPKMQTPAPSATANGNDELDLVYPFWLQNGSTGGGG
GGGSGGNPSLNPPFLDPNGPLTVQNNLLKVNTTAPIAVTNKALTLSFDAESLELTNQQQLAVKIDPEGPLK
ATTEGIQLSVDPTTLEVDDVDWELTVNLDPNGPLDSSATGITVRVDDTLLIDDDGSGQGKELGVHLNPDG
PITADQNGLDLEIDNQTLKITPGSAGGVLSVQLKPQGGLNSQSDGIQVVTQNSIEVDNGALDVKVVANGPL
STTPNGLTLNYDTGDFTVNAGTLSILRNPSLVANAYLTSGARTLQQFTAKGENSSQFSFPCAYYLQQWLS
DGLIFSSLYLKLDRTRFTGMSSDPSYQNARYFTFWVGGGAAMNLSQLSTPTITPSTTEWTAFAPALNYSG
APAFVYDANPVFTIYFQPNTGR

Fragmento de fibra del extremo N-terminal FAdV-8b (SEQ ID NO: 2):
MATSTPHAFSFGQIGSRKRPAGGDGERDASKVPKMQTPAPSATANGNDELDLVYPFWLQNGSTGGGG
GGGSGGNPSLNPPFLDPNGPLTVQNNLLKVNTTAPIAVTNKALTLAYESDSLELTNQQQLAVKIDPEGPLK
ATTEGIQLSVDPTTLEVDDVDWELTVKLDPDGPLDSSATGITVRVDETLLIEDDGSGQGKELGVNLNPTGP
ITADDQGLDLEIDNQTLKVNSVTGGGVLAVQLKSQGGLTAQTDGIQVNTQNSITVTNGALDVKVAANGPLE
STDTGLTLNYDPGDFTVNAGTLSIIRDPALVANAYLTSGASTLQQF TAKSENSSQF SFPCAYYLQQWLSDG
LIFSSLYLKLDRAQFTNMPTGANYQNARYFTFWVGAGTSFNLSTLTEPTITPNTTQWNAFAPALDY SGAPP
FIYDASSVVTIYFEPTSGR

Fragmento de fibra-2 del extremo N-terminal de FAdV-4 (SEQ ID NO: 3):
MLRAPKRRHSENGQPESEAGPSPAPIKRAKRMVRASQLDLVYPFDYVADPVGGLNPPFLGGSGPLVYDQ
GGQLTLNVTDPIIKNRSVYDLAHDPSLDVNAQGQLAVAVDPEGALDITPDGLDVKVYDGVTVMVNDDWELA
VKVDPSGGLDSTAGGLGVSVDDTLLYDQGELGVHLNQQGPITADSSGIDLEINPNMFTVNTSTGSGVLEL
NLKAQGGIQAGSSGVGVSVDESLEIVNNTLEVKPDPSGPLTVSANGLGLKYDSNTLAVTAGALTVVGGGS
VSTPIATFVSGSPSLNTYNATIVNSSSHPFSCAYYLQQWNVQGLLFTSLYVKLDSTTMGTRPGDNSSANA
KWFTFWVSAYLQQCNPSGIQAGTVSPSTAALADFEPMANRSVSSPWTYSANAYYQPSSG
Fragmento de fibra del extremo N-terminal FAdV-11 (SEQ ID NO: 4):
MAKSTPFTFSMGQHSSRKRPADSENTQNASKVAKTQTSATRAGVDGNDDLNLVYPFWLQNSTSGGGG
GGSGGNPSLNPPFIDPNGPLYVQNSLLYVKTTAPIEVENKSLALAYDSSLDVDAQNQLQVKVDAEGPIRIS
PDGLDIAVDPSTLEVDDEWELTVKLDPAGPISSSSAGINIRVDDTLLIEDDDTAQVKELGVHLNPNGPITAD
QDGLDLEVDPQTLTVTTSGATGGVLGVLLKPSGGLQTNIQGIGVAV ADTLTISSNTVEVKTDPNGSIGSSS
NGIAVVTDPAGPLTTSSNGLSLKLTPNGSIQSSSTGLSVQTDPAGPITSGANGLSLSYDTSDFTVSQGMLSI
IRNPSTYPDAYLESGTNLLNNYTAYAENSSNYKFNCAYFLQSWYSNGLVTSSLYLKINRDNLNSLPSGQLS
ENAKYFTFWVPTYESMNLSNVATPTITPSSVPWGAFLPAQNCTSNPAFKYYLTQPPSIYFEPESG

Alternativamente, 0 ademas de esto, se prefiere que el fragmento de proteina de fibra del extremo
C-terminal comprenda una secuencia de aminoacidos al menos 70 %, preferentemente al menos 80 %,
mas preferentemente al menos 90 %, incluso mas preferentemente al menos 95 % o incluso 97.5 %,
especialmente 99 % o incluso completamente idéntica a cualquiera de las siguientes secuencias:
Fragmento de fibra del extremo C-terminal de FAdV-8a (SEQ ID NO: 5):
VDTYLPVLTGDWKTSSTYNPGTITLVVRNATIQLQSQSTFTTSVCYNFRCQNSGIFNNNATSGTLTLGPIFY
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SCPALSTADVS
Fragmento de fibra del extremo C-terminal de FAdV-8b (SEQ ID NO: 6):
LESYLPVLTDNWSQTYNPGTVTLCVKTVRVQLRSQGTFSTLVCYNFRCQNTGIFNSNATAGTMTLGPIFF
SCPALSTANAP
Fragmento de fibra del extremo C-terminal de FAdV-11 (SEQ ID NO: 7):
SVQTFQPVLTGDWDTNTYNPGTVQVCILPQTVVGGQSTFVNMTCYNFRCQNPGIFKVAASSGTFTIGPIF
YSCPTNKLTQP
Fragmento de fibra-2 del extremo C-terminal de FAdV-4 (SEQ ID NO: 8):
EFQVFTPVVTGAWNPGNIGIRVLPVPVTASGDRYTLLCY SLQCTNSSIFNPANSGTMIVGPVLYSCPAASYV
P

En una modalidad particularmente preferida, la proteina de fibra FAdV quimérica comprende una
secuenciade aminoacidos al menos 70 %, preferentemente al menos 80 %, mas preferentemente al menos
90 %, incluso mas preferentemente al menos 95 % o incluso 97.5 %, especialmente 99 % o incluso
completamente idéntica a cualquiera de las siguientes secuencias:
Quimera FAdV-8a/8b (SEQ ID NO: 9):
MATSTPHAFSFGQIGSRKRPAGGDGERDASKVPKMQTPAPSATANGNDELDLVYPFWLQNGSTGGGG
GGGSGGNPSLNPPFLDPNGPLTVQNNLLKVNTTAPIAVTNKALTLSFDAESLELTNQQQLAVKIDPEGPLK
ATTEGIQLSVDPTTLEVDDVDWELTVNLDPNGPLDSSATGITVRVDDTLLIDDDGSGQGKELGVHLNPDG
PITADQNGLDLEIDNQTLKITPGSAGGVLSVQLKPQGGLNSQSDGIQVVTQNSIEVDNGALDVKVVANGPL
STTPNGLTLNYDTGDFTVNAGTLSILRNPSLVANAYLTSGARTLQQF TAKGENSSQFSFPCAYYLQQWLS
DGLIFSSLYLKLDRTRFTGMSSDPSYQNARYFTFWVGGGAAMNLSQLSTPTITPSTTEWTAFAPALNYSG
APAFVYDANPVFTIYFQPNTGRLESYLPVLTDNWSQTYNPGTVTLCVKTVRVQLRSQGTFSTLVCYNFRC
QNTGIFNSNATAGTMTLGPIFFSCPALSTANAP
Quimera FAdV-8b/8a (SEQ ID NO: 10):
MATSTPHAFSFGQIGSRKRPAGGDGERDASKVPKMQTPAPSATANGNDELDLVYPFWLQNGSTGGGG
GGGSGGNPSLNPPFLDPNGPLTVQNNLLKVNTTAPIAVTNKALTLAYESDSLELTNQQQLAVKIDPEGPLK
ATTEGIQLSVDPTTLEVDDVDWELTVKLDPDGPLDSSATGITVRVDETLLIEDDGSGQGKELGVNLNPTGP
ITADDQGLDLEIDNQTLKVNSVTGGGVLAVQLKSQGGLTAQTDGIQVNTQNSITVTNGALDVKVAANGPLE
STDTGLTLNYDPGDFTVNAGTLSIIRDPALVANAYLTSGASTLQQFTAKSENSSQF SFPCAYYLQQWLSDG
LIFSSLYLKLDRAQFTNMPTGANYQNARYFTFWVGAGTSFNLSTLTEPTITPNTTQWNAFAPALDY SGAPP
FIYDASSVVTIYFEPTSGRVDTYLPVLTGDWKTSSTYNPGTITLVVRNATIQLQSQSTFTTSVCYNFRCQNS
GIFNNNATSGTLTLGPIFYSCPALSTADVS
quimera FAdV-4/11 (SEQ ID NO: 11):
MLRAPKRRHSENGQPESEAGPSPAPIKRAKRMVRASQLDLVYPFDYVADPVGGLNPPFLGGSGPLVYDQ
GGQLTLNVTDPIIKNRSVDLAHDPSLDVNAQGQLAVAVDPEGALDITPDGLDVKVDGVTVMVNDDWELA
VKVDPSGGLDSTAGGLGVSVDDTLLVDQGELGVHLNQQGPITADSSGIDLEINPNMFTVNTSTGSGVLEL
NLKAQGGIQAGSSGVGVSVDESLEIVNNTLEVKPDPSGPLTVSANGLGLKYDSNTLAVTAGALTVVGGGS
VSTPIATFVSGSPSLNTYNATIVNSSSHPFSCAYYLQQWNVQGLLFTSLYVKLDSTTMGTRPGDNSSANA
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KWFTFWVSAYLQQCNPSGIQAGTVSPSTAALADFEPMANRSYVSSPWTYSANAYYQPSSGSVQTFQPVL
TGDWDTNTYNPGTVQVCILPQTVVGGQSTFVNMTCYNFRCQNPGIFKVAASSGTFTIGPIFYSCPTNKLT
QP

quimera FAdV-11/4 (SEQ ID NO: 12):
MAKSTPFTFSMGQHSSRKRPADSENTQNASKVAKTQTSATRAGVDGNDDLNLVYPFWLQNSTSGGGG
GGSGGNPSLNPPFIDPNGPLYVQNSLLYVKTTAPIEVENKSLALAYDSSLDVDAQNQLQVKVDAEGPIRIS
PDGLDIAVDPSTLEVDDEWELTVKLDPAGPISSSSAGINIRVDDTLLIEDDDTAQVKELGVHLNPNGPITAD
QDGLDLEVDPQTLTVTTSGATGGVLGVLLKPSGGLQTNIQGIGVAVADTLTISSNTVEVKTDPNGSIGSSS
NGIAVVTDPAGPLTTSSNGLSLKLTPNGSIQSSSTGLSVQTDPAGPITSGANGLSLSYDTSDFTVSQGMLSI
IRNPSTYPDAYLESGTNLLNNYTAYAENSSNYKFNCAYFLQSWYSNGLVTSSLYLKINRDNLNSLPSGQLS
ENAKYFTFWVPTYESMNLSNVATPTITPSSVPWGAFLPAQNCTSNPAFKYYLTQPPSIYFEPESGEFQVFT
PVVTGAWNPGNIGIRVLPVPVTASGDRYTLLCYSLQCTNSSIFNPANSGTMIVGPVLYSCPAASVP

La vacuna de acuerdo con la presente invencién comprende una (cantidad inmunoefectiva de un)
adyuvante, preferentemente seleccionado a partir del grupo que consiste en adyuvante completo de
Freund, adyuvante incompleto de Freund, hidroxido de aluminio, Bordetella pertussis, saponina, dipéptido
de muramilo, copolimero de etileno y acetato de vinilo, aceite, un aceite vegetal o un aceite mineral, en
particular aceite de cacahuete o aceite de silicona, y combinaciones de los mismos.

Los adyuvantes son sustancias que mejoran la respuesta inmunitaria a los inmundgenos
(especificamente, la proteina quimérica de la fibra FAdV). Los adyuvantes pueden incluir hidroxido de
aluminio y fosfato de aluminio, saponinas, por ejemplo, Quil A, emulsion de agua en aceite, emulsion de
aceite en agua, emulsién de agua en aceite en agua. La emulsiéon puede basarse en particular en aceite
de parafina liquido ligero (tipo Farmacopea Europea); aceite isoprenoide tal como escualano o escualeno;
aceite resultante de la oligomerizacion de alquenos, en particular de isobuteno o deceno; ésteres de acidos
o dealcoholes que contienen un grupo alquilo lineal, mas particularmente aceites vegetales, oleato de etilo,
di(caprilato/caprato) de propilenglicol, tri(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres
de acidos grasos ramificados o alcoholes, en particular ésteres de acido isoestearico. El aceite se utiliza
combinado con emulsionantes para formar la emulsion. Los emulsionantes son preferente mente
tensioactivos no idnicos, en particular ésteres de sorbitan, de manida (por ejemplo, oleato de
anhidromanitol), de glicerol, de poliglicerol, de propilenglicol y de &cido oleico, isoestearico, ricinoleico o
hidroxiestearico, que estan opcionalmente etoxilados, y bloques de copolimero de polioxipropileno-
polioxietileno, en particular los productos Pluronic(R), especialmente L121. Por ejemplo, la vacuna que
contiene adyuvante se prepara de la siguiente manera: 50 a 90 v/v de fase acuosa que comprende €l
inmunégeno se emulsionanen 1 a 10 % p/v de oleato de anhidromanitol, 1a 10 % p/v de acido oleico
etoxilado con 11 6xido de etileno (EO) y 5 a 40 % v/v de aceite de parafina liquido ligero (tipo Farmacopea
Europea) con la ayuda de un turbomezclador emulsionante. Un método alternativo para preparar la
emulsion consiste en emulsionar, mediante pases a través de un homogeneizador de alta presidn, una
mezclade 1 a 10 % p/v de escualeno, 1a 10 % p/v de Pluronic(R) L121, 0.05a 1 % p/v de un éster de
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acido oleico y de anhidrosorbitol etoxilado con 20 EO, 50 a 95 % v/v de la fase acuosa que comprende €l
inmundgeno. También es posible formular con polimeros sintéticos (por ejemplo, homo-y copolimeros de
acido lactico y glicolico, que se han utilizado para producir microesferas que encapsulan inmunégenos, por
ejemplo, microesferas biodegradables). Un ejemplo adicional de un adyuvante es un compuesto elegido
de los polimeros de acido acrilico o metacrilico y los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de
alquenilo. Los compuestos adyuvantes ventajosos son los polimeros de 4cido acrilico o metacrilico que
estan reticulados, especialmente con éteres polialquenilicos de azicares o polialcoholes. Estos
compuestos se conocen con el término carbémero, por ejemplo, polimeros acrilicos reticulados con un
compuesto polihidroxilado que tiene al menos 3 grupos hidroxilo, preferentemente no mas de 8, los dtomos
de hidrogeno de al menos tres hidroxilos se reemplazan por radicales alifaticos insaturados que tienen al
menos 2 atomos de carbono. Los radicales preferidos son aquellos que contienen de 2 a 4 atomos de
carbono, por ejemplo, vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales insaturados
pueden contener por si mismos otros sustituyentes, tales como metilo. Los productos vendidos bajo el
nombre Carbopol(R) (BF Goodrich, Ohio, EUA) son particularmente apropiados. Se reticulan con una
sacarosa de alilo o con pentaeritritol de alilo. Entre ellos, se pueden mencionar Carbopol(R) 974P, 934P y
971P. Entre los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de alq uenilo, se prefieren los copolimeros
EMA(R) (Monsanto) que son copolimeros de anhidrido maleicoy etileno, lineales o reticulados, por ejemplo,
reticulados con éter divinilico. La disolucion de estos polimeros en agua conduce a una disolucion acida
que se neutralizara, preferentemente a pH fisioldgico, con el finde proporcionar la solucion adyuvante en
laque seincorporarala propia composicion inmunogénica, inmunolégica o devacuna. Los grupos carboxilo
del polimero estan entonces parcialmente en forma de COO-.

En otra modalidad, se prepara una solucion de adyuvante en agua destilada, preferentemente en
presencia de cloruro de sodio, estando la solucion obtenida a pH acido. Esta solucion madre se diluye
agregandola a la cantidad deseada (para obtener la concentracion final deseada), o una parte sustancial
de la misma, de agua cargada con NaCl, preferiblemente solucién salina fisiolégica (NaCl 9 g/L) de una
vez en varias porciones con neutralizacion concomitante o posterior (pH 7.3 a 7.4), preferiblemente con
NaOH. Esta solucion a pH fisiolégico se utilizara tal cual, para la mezcla con el inmundgeno, que puede
almacenarse especialmente en forma liofilizada, liquida o congelada.

La vacuna de acuerdo con la presente invencion comprende preferentemente un diluyente y/o
vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en agua para
inyeccion, solucion salina fisiolégica, medio de cultivo tisular, propilenglicol, polietilenglicol, aceites
vegetales, especialmente aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo.

La vacuna inventiva es preferentemente para usarse en mejorar o prevenir AGE, IBH o HHS en
aves, preferentemente en aves de corral, especialmente en pollos.

En otras palabras, la vacunainventiva es preferentemente para usarse en la inmunizacion de aves,
preferentemente aves de corral, especialmente pollos contra una infeccion por FAdV (en particular, una
infeccién con el primer y/o segundo serotipo de FAdV).

Para el uso o método profilactico de la invencion, la vacuna es administrable a las aves en una
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cantidad efectiva en un momento adecuado. Las formas comunes de administracion son intravenosa,
subcutanea, intramuscular, oral, in-ovo, intranasal, colirio o administracion intracloacal. Preferentemente,
la vacunacion en pollo se efectua hasta la semana 19.

De acuerdo con otra modalidad preferida, la vacuna se administra a las aves al menos dos veces.
Resulté que un refuerzo es particularmente Gtil para aumentar los anticuerpos contra la proteina de fibra
quimérica.

La proteina de fibra FAdV quimérica se puede producir mediante cualquier sistema de expresion
adecuado. Preferentemente, la produccion se efectia en un sistema de expresion eucariota. Los sistemas
de expresion especificamente preferidos son un sistema de expresion de baculovirus, sistemas de
expresion bacterianos tales como un sistema de expresion de E. coli o un sistema de expresiénde Pichia
pastoris. Sin embargo, practicamente cualquier sistema o vector de expresion adecuado se puede utilizar
en la produccion de la vacuna proporcionada por la presente invencion. A modo de ilustracién, dichos
sistemas de expresion o vector adecuados se pueden seleccionar, de acuerdo con las condiciones y
necesidades de cada caso especifico, de plasmidos, bacmidos, cromosomas artificiales de levadura (YAC,
porsus siglaseninglés), cromosomas artificiales de bacterias (BAC, por sus siglas eninglés ), comosomas
artificiales basados en bacteriéfago P1 (PAC, por sus siglas en inglés), cosmidos o virus, que pueden tener
ademas un origen de replicacion heterélogo, por ejemplo, bacteriano o de levadura, de modo que se pueda
amplificar en bacterias o levaduras, asi como un marcador utilizable para seleccionar las células
transfectadas diferentes del gen o genes de interés. Estos sistemas o vectores de expresion se pueden
obtener mediante métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia.

Tras la expresion, la proteina de fibra FAdV quimérica se puede purificar mediante cualquier
método de purificacion de proteinas adecuado conocido en la materia, por ejemplo, mediante cromatografia
de afinidad, en caso de que la proteina de fibra FAdV quimérica tenga una etiqueta His u otra etiqueta de
afinidad. Dicha etiqueta de afinidad se puede escindir antes de formular la forma de dosificacion final de la
vacuna.

La vacuna de acuerdo con la presente invencion se puede producir en cantidades industriales; la
dosis de vacuna individual administrada a los animales puede estar en los intervalos también aplicados
para otras vacunas. Preferentemente, la proteina de fibra FAdV quimérica esta contenida en la vacuna en
una cantidad de 0.1 pyg/mLa 10 mg/mL, preferentemente de 1 ug/mL a 1 mg/mL, especialmente de 10 a
100 pg/mL.

La vacuna de acuerdo con la presente invencion comprende preferentemente un diluyente
farmacéuticamente aceptable, especiaimente si se proporciona como producto de vacuna vendido
comercialmente. Los vehiculos adecuados pueden ser tanto acuosos como no acuosos. Los ejemplos de
solventes no acuosos son propilenglicol, polietienglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva y
ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo.

De acuerdo con una modalidad preferida, la vacuna de acuerdo con la presente invencion se
formula como una forma de dosis, es decir, ya esta formulada para administrarse sin etapas adicionales de
particion/formulacién/separacion.
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La vacuna de la presente invencion por lo general no contiene acidos nucleicos y/o por lo general
no contiene ningun vector viral (es decir, esta libre de vector) o capsides virales.

En el presente documento, “UniProt’ se refiere al Recurso Universal de Proteinas. UniProtes un
recurso completo para la secuencia de proteinas y los datos de anotacién. UniProt es una colaboracion
entre el Insituo Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI, por sus siglas en inglés), el Insituo Suizo de
Bioinformatica (SIB, por sus siglas en inglés) y el Fuente de Informacion de Proteinas (PIR, por sus siglas
en inglés). Enlos tres institutos, mas de 100 personas participan a través de diferentes tareas, como la
curacion de bases de datos, el desarrollo de software y el soporte. Sitio web: http://www.uniprot.org/

Las entradas enlas bases de datos UniProtse identifican por sus codigos de acceso (denominados
en el presente documento, por ejemplo, "cédigo de acceso UniProt" o brevemente "UniProt" seguido del
codigo de acceso), generalmente un codigo de seis letras alfanuméricas (por ejemplo, "H8WG77"). Si no
se especifica otra cosa, los codigos de acceso utilizados en |la presente se refieren a entradas en la Base
de Conocimiento de Proteinas (UniProtKB) de UniProt. Si no se indica lo contrario, el estado de la base de
datos UniProt para todas las entradas a las que se hace referencia en este documento (o0 en WO
2015/024929 A2) sera del 10 de febrero de 2021 (Version 2021_01 de UniProt/UniProtKB).

En el contexto de la presente solicitud, las variantes de secuencia (designadas como "variante
natural" en UniProt) se incluyen expresamente cuando se hace referencia a una entrada de base de datos
UniProt.

“Porcentaje (%) deidentidad de secuencia aminoacidica” o0 “X % idéntico” (tal como “70 % id éntico”)
conrespecto a una secuencia de polipéptido o proteina de referencia se define como el porcentaje de
residuos aminoacidicos en una secuencia candidata que son idénticos a los residuos aminoacidicos en la
secuencia de polipéptido de referencia, después de alinear las secuencias e introducir espacios, si es
necesario, paralograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y no considerar ninguna sustitucion
conservadora como parte de la identidad de secuencia. La alineacién con el propdsito d e determinar el
porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos se puede lograr de varias maneras que estan dentro
de la técnica, por ejemplo, utilizando un software informatico disponible publicamente tal como BLAST,
BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2, MegAlign (DNASTAR) o la aplicacion de alineacion de secuencia por pares
"Needle" del paquete de software EMBOSS. Los técnicos en la materia pueden determinar los parametros
apropiados para alinear secuencias, que incluyen cualquier algoritmo necesario para obtener el
alineamiento maximo sobre toda la longitud de las secuencias comparadas. Sin embargo, para los fines de
la presente, los valores del % de identidad de secuencias de aminoacidos se calculan utilizando la
alineacion de secuencias del programa informatico "Needle" del paquete de software EMBOSS (disponible
publicamente en European Molecular Biology Laboratory; Rice et al., 2000).

Se puede acceder al programa “needle” en el sitio web
http:/www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/ o descargarlo para su instalacién local como parte del
paquete EMBOSS desde http://emboss.sourceforge.net/. Se ejecuta en muchos sistemas operativos Unix
ampliamente utilizados, como Linux.

Para alinear dos secuencias de proteinas, el programa Needle se ejecuta preferentemente con los
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siguientes parametros:

Linea de instruccion: needle -auto -stdout -asequence SEQUENCE_FILE_A -bsequence
SEQUENCE_FILE_B -datafile EBLOSUMG2 -gapopen 10.0 -gapextend 0.5 -endopen 10.0 -endextend 0.5
-aformat3 pair -sprotein1 -sprotein2 (Align_format: pair Report_file: stdout)

El % de identidad de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A determinada
con respecto o en contra de una secuencia de aminoacidos B determinada (que puede expresarse
alternativamente como una secuencia de aminoacidos A determinada que tiene o comprende un
determinado % de identidad de secuencia de aminoacidos respecto o en contra de una secuencia de
aminoacidos B determinada) se calcula de la siguiente manera:

100 veces la fraccion X/Y

en donde X es la cantidad de residuos de aminoéacidos calificados como coincidencias idénticas
porel programa Needle de alineacionde secuencias enlaalineacionde Ay B de ese programa, y en donde
Y es lacantidad total de residuos de aminoacidos en B. Se apreciara que cuando lalongitud de la secuencia
de aminoacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de la
secuencia de aminoacidos de A a B no seraigual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B a
A. Enlos casos en que "la secuencia de A sea mas de N % idéntica a la secuencia completa de B", Y es
la longitud de secuencia completa de B (es decir, la cantidad completa de residuos de aminoacidos en B).
A menos que se indique especificamente otra cosa, todos los valores de % de identidad de secuencia de
aminoacidos utilizados en la presente se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente anterior
utilizando el programa informatico Needle.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos, sin
estar restringida a los mismos.

Figura 1. (a) El dominio de perilla crecFib, representado esquematicamente como un modelo de
cinta bidimensional (adaptado de El Bakkouri et al., 2008). Las flechas representan hebras 3 (designadas
A-J, en orden lineal desde el extremo N- al extremo C-terminal de la secuencia de perillas) conectadas por
lineas que representan los bucles intermedios. Las estructuras codificadas por secuencias de serotipos
discriminados se muestran en diferentes colores opuestos al sitio de intercambio quimérico (el "interruptor
de especificidad", indicado por la linea discontinua en el extremo izquierdo de la cadena G). (b)
Coordenadas de las cadenas 3 de la perilla de fibra (barras negras), epitopos candidatos (barras azules,
epitopos predichos porDiscoTope 2.0; barraroja, un epitopo informado previamente por Wang et al., 2018)
y el interruptor de especificidad, anotado en un grafico de Wu-Kabat de la secuencia de fibra FAdV-E. El
grado de variabilidad, indicado por el tamafio de la barra para cada posicion de residuo, se ha calculado
como el indice de Wu-Kabat a partir de fibra disponibles que representan todos los tipos de especies
(N=29). Las posiciones de aminoacidos de la alineacion de secuencias multiples se anotan a lo largo del
eje horizontal. Los epitopos candidatos se ajustan biena los residuos menos conservados, mientras que
el interruptor de especificidad se encuentra en un sitio de consenso entre especies. (¢) Comparaciones de
las dos perillas crecFib (8a/8b y 8b/8a) en el modelado de similitud de la secuencia de aminoacidos (A y B)
y su electrostatica de superficie predicha en los paneles inferiores, con la molécula mostrada en vista
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lateral. En el panel superior, sélo una cadena del trimero de fibra esta coloreada con tonos anaranjados
parala porcion de secuencia derivada de FAdV-8a y tonos verdes para la porcion de secuencia de FAdV-
8b; los tonos apagados indican los tres epitopos predichos en este estudio. Los mis mos epitopos se
resaltan con cuadrados negros en las imagenes de carga superficial electrostatica con transiciones de color
derojo (carganegativa) a azul (carga positiva), y se comparan con los sitios correspondientes en las perillas
nativas afines de FAdV-8ay -8b (C).

Figura 2. Desarrollo de anticuerpos después de la inmunizacién con constructos de crecFib. El
encabezado de cada panel indica el constructo utilizado para la inmunizacién, que también corresponde al
antigeno de recubrimiento del Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA, por sus siglas en
inglés) para la determinacion de densidad dptica (OD, por sus siglas en inglés) semanales de 1-8 semanas
después de la vacunacién (wpv, por sus siglas en inglés). Los titulos de neutralizacién medios, si son
detectables, se grafican con los colores respectivos para los virus contra los que se probaron los sueros
(incluido el molde quimérico y las cepas de exposicion de este estudio de FAdV-8a y -8b).

Figura 3. Andlisis de Western Blot para evaluar la reactividad de los constructos de crecFib lado a
lado con fibra control monoespecificas de los tipos FAdV-8a, FAdV-8b y FAdV-7 (todas las especies FAdV-
E). El orden de los antigenos es el mismo en todas las membranas, como se marca para la primera
membrana: 1, Fib-8a; 2, Fib-8b; 3, crecFib-8a/8b; 4, crecFib-8b/8a; 5, Fib-7. Sin embargo, cada membrana
se incubo con un antisuero diferente especificado en el encabezado de cada membrana, con el serotipo
correspondiente entre paréntesis. Los tamanos de peso molecular se indican mediante el estandar en el
primer carril en (a); en todas las transferencias posteriores solo se marca el rango relevante de 50 kDa a
70 kDa. Las senales que estan presentes, pero son dificiles de distinguir del fondo, estan enmarcadas. (a)
Confirmacion de fibra monomeéricas a través de la etiqueta de poli-histidina. (b) Deteccion de crecFib por
antisueros producidos contra las cepas constitutivas de FAdV-8ay -8b, y FAdV-7 como tipo atipico. (c)
Deteccién de crecFib por antisueros de aves vacunadas con el mismo, asi como el constructo de orden
inverso. Los antisueros CrecFib también reconocen todas las fibra control monoespecificas. (d) Deteccion
de crecFib y fibra control mediante antisueros contra aislados de campo, incluidas las dos cepas de
exposicion de este estudio, una cepa naturalmente recombinante y cepas ejemplares de especies extemas
FAdV-E con uno (FAdV-B) o dos genes de fibra (FAdV-A).

Figura 4. Disefio experimental de los estudios de Proteccion 1 y 2. Los procedimientos
(vacunacioén, refuerzo, exposicion) realizados en las aves se indican en las lineas de tiempo (como dias de
vida y dias posteriores a la exposicion = (dpc, por sus siglas en inglés)). A continuacion, se especifican los
esquemas de tratamiento individuales de cada grupo. Los asteriscos indican muestreo de sangre, los
simbolos cruzados indican asesinatos secuenciales, con necropsia y muestreo de érganos.

Figura 5. Desarrollo de anticuerpos antes de la exposicién en el estudio de proteccion 1
(vacunacion de sensibilizacion-refuerzo con crecFib-8a/8b o crecFib-8b/8a). (a) Valores mediosde OD para
cada tratamiento (se agruparon los grupos que recibieron el mismo tratamiento), medidos mediante ELISA
crecFib-8a/8b (A) y ELISA crecFib-8b/8a (B) alos 21 (18 dpv), 28 (7 dpb)y 35 (14 dpb) dias de vida. (b)
Titulos de anticuerpos neutralizantes a los 35 dias de vida (14 dpb = exposiciéon inmediatamente anterior)
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contra FAdV-8a (cepas TR59 y 11-16629) y FAdV-8b (cepas 764 y 13-18153).

Figura 6. Criterios de valoracion de la proteccion, evaluados después de la exposicion con FAdV-
8b en el estudio de proteccion 1 (a3, 5y 7 dpc). (i) Proporciones de peso corporal (BW, por sus siglas en
inglés) para el higado (A) y el bazo (B). Las letras minusculas sobre las barras indican diferencias
significativas (frente al control con resultado negativo, "a"; frente al control de exposicion, "b"). (i) Asparto
aminotranferasa (AST) plasmatica (significativamente diferente frente al control negativo, "a"
significativamente diferente frente al control de exposicion, "b"). (iii) Carga viral en higado (A) y pancreas
(B). Las diferencias significativas frente al control de exposicién se indican con asteriscos.

Figura 7. Desarrollo de anticuerpos (ELISA'y VNT) en el estudio de proteccion 2 (comparando las
pautas posoldgicas V&8 y V&% con respecto a la exposicion con FAdV-8a o -8b) inmediatamente antes
(21 d) y después de la exposicion (7y 14 dpc). Sélo los grupos que recibieron la misma exposicion se
compararon entre si, con un resumen de aves expuestas a FAdV-8a (cepa 11-16629) en (A) y aves
expuestas a FAdV-8b (cepa 13-18153) en (B). Los paneles superiores muestran la neutralizacion contra el
tipo de virus utilizado para la exposicidn, mientras que los paneles inferiores muestran la neutralizacion
contra el tipo de virus heterdlogo respectivo.

Figura 8. Criterios de valoracion de la proteccion en el estudio de proteccioén 2 (evaluadoa 3, 5, 7
y 14 dpc). Los grupos se designan con V o VV, de acuerdo con una pauta Unica o de sensibilizacién-
refuerzo con crecFib-8b/8a, y C seguido del virus de la respectiva exposicién (FAdV-8a o FAdV-8b), N
designa el control con resultado negativo. (i) Proporciones de peso corporal de 6érganos (BW) para higado
(A), bazo (B)y bolsade Fabricio (C). Las letras minusculas sobre las barras indican diferencias significativas
(frente al control negativo, "a"; frente al correspondiente control de exposicidn, "b"). (i) AST plasmética
(significativamente diferente frente al control negativo, "a"; significativamente diferente frente al control de
exposicion, "b"). (iii) Carga viral en higado (A), pancreas (B), bazo (C) y bolsa de Fabricio (D). Las
diferencias significativas frente al control de exposicién correspondiente se indican con asteriscos. Los
datos excluyen la pauta de vacunacion Unica a 7 y 14 dpc debido al bajo tamafo de la muestra (marcado
con §).

Figura 9. Valores medios de 6rgano:BW después de la exposicion. La media y la desviacion
estandar de la proporcion higado-BW (A), la proporcion bazo-BW (B), la proporcion bursa-BW (C) y la
proporcion timo-BW (D) para cada grupo experimental en el periodo de tiempo posterior a la exposicion.
La diferencia significativa frente al control negativo se indica con la letra "a", mientras que la diferencia
significativa frente al control de la respectiva exposicion se indica con la letra "b". La significancia se
determind a p <0.05. No se observaron diferencias significativas para el timo-BW en el sistema FAdV-11
en ningun punto temporal medido.

Figura 10. Valores medios de AST después de la exposicion. Media y desviacion estandar de la
AST plasmatica para cada grupo experimental en el periodo de tiempo posterior a la exposicion. La
diferencia significativa frente al control negativo se indica con la letra "a", mientras que la diferencia
significativa frente al control de la respectiva exposicién se indica con la letra "b". La significancia se
determind a p < 0.05.
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Figura 11. Carga viral en principales 6rganos blanco posteriores a la exposicién. Media y
desviacion estandar de la cargaviral (expresada en log10) para cada grupo experimental en el periodo de
tiempo posterior a la exposicion en higado (A), bazo (B) y bolsa de Fabricio (C). Los asteriscos indican una
diferencia significativa en comparacién con el respectivo control de exposicion. La significancia se
determiné a p < 0.05.

Figura 12. Desarrollo de anticuerpos después de la vacunacion. Titulos medios (OD) para grupos
experimentales probados en ELISA crecFib-4/11 alo largo del estudio de proteccién. Los valores dados
para el punto de tiempo previo a la exposicion (14 y 21d) son acumulativos para los tres grupos vacunados
(1, Il, Ny y los dos grupos control de la exposicién (IV, V). El valor de corte esta marcado en rojo.

Figura 13. Desarrollo de anticuerpos neutralizantes después de la vacunacién. Media y desviacion
estandar de los titulos de VNT (logz) antes de la exposicion (21d) y a 5-7 dpc: grupos vacunados y control
de la exposicion a FAdV-4 contra la cepa de la exposicion a FAdV-4 (A) y vacuna (B); grupos vacunados y
control de la exposicion a FAdV-11 contra la cepa de la exposicion a FAdV-11 (C) y vacuna (D). Los
encabezados muestran el nimero de aves que exhiben nAb (algunas personas no pudieron someterse a
la prueba debido a la falta de volumen de suero). No se observaron nAb para el grupo de solo vacuna en
ningun punto temporal cuantificado.

Ejemplos
Ejemplo 1: Vacuna de subunidades de protecciéon cruzada con fibra quimérica basada en dos
serotipos FAdV-E

El control de IBH, una enfermedad de importancia econémica para la produccién de pollos en todo
el mundo, se complica por una etiologia que involucra multiples tipos de FAdV divergentes. La proteina de
fibra es eficaz para inducir anticuerpos protectores en pollos vacunados.

En este estudio, disefiamos proteinas quiméricas, intercambiando porciones de fibra distal Ny C,
cada una con epitopos putativos, entre serotipos divergentes FAdV-8ay -8b.

Inesperadamente, la vacuna de fibra quimérica indujo respuestas protectoras en pollos contra las
infecciones de ambos serotipos.

Materiales y métodos

Disefio in silico para fibra quiméricas expresadas de forma recombinante ("crecFib")

El marco de lectura abierto de fibra FAdV se dividié en un segmento amino (N)-y un segmento
carboxilo (C)-distal, se amplifico por separado de diferentes cepas de molde y se fusiond sin problemas
mediante clonacion de ensamblaje Gibson para reconstituir una nueva fibra de cadena completa, en lo
sucesivo denominada “crecFib” (Figura 1A, 1B). Como resultado, los constructos de crecFib contienen un
cruce entre secuencias heterélogas de los serotipos FAdV-8ay -8b en la union de los segmentos Ny C-
distales. La unidon (denominada "interruptor de especificidad") se disefid en las posiciones de residuos de
consenso aa441-442 en la alineacién de secuencias por pares de las fibra FAdV-8a y FAdV-8b, mapeando
dentro del dominio de cabezal de fibra propuesto ("perilla"). Al acomodar epitopos predichos in silico a
ambos lados, se anticip6 que esta estrategia combinaria la especificidad antigénica de ambos serotipos
constitutivos en un solo antigeno. Al disefiar el interruptor de especificidad dentro de la perilla, también
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buscamos mantener la integridad de la secuencia en el presunto limite entre el eje y la perilla, que
representa un elemento importante para la trimerizacion de la fibra (Hong et al., 1996).

Los epitopos candidatos se (i) dedujeron de un epitopo previamente informado en la fibra-2 de
FAdV-4 (FAdV-C) (Wang P et al., 2018), y (ii) prediccion in silico con el software DiscoTope 2.0 (Vindahl
Kringelum et al., 2012), por lo que la perilla de fibra relacionada mas cercano para el que actualmente se
dispone de un modelo molecular, la fibra-2 de la cepa de referencia CELO de FAdV-1 (FAdV-A) (El
Bakkouri, 2008), sirvié para el modelado de homologia. Las homologias posicionales entre diferentes
miembros de tipo se determinaron mediante multiples alineaciones de secuencias creadas con el software
MegAlign (DNASTAR, Madison, WI, EUA). También se utilizd el modelado de homologia para asignar
dominios estructurales (cola, eje, perilla) de la fibra FAdV en funcion de la informacion existente (Hess et
al., 1995).

Secuencias de constructos crecFib

CrecFib-8a/8b:

Extremo N-terminal:

nt1-1323 a partir de cepa de referencia FAdV-8a ((TR59) KT862810)
ATGGCGACCTCGACTCCTCACGCCTTCTCCTTTGGCCAAATCGGCTCCAGAAAACGCCCTGCGGGC
GGCGATGGCGAGCGAGACGCCTCCAAAGTGCCGAAAATGCAGACCCCCGCTCCGAGLCGCGACCGC
CAACGGAAATGACGAGCTGGACCTGGTCTACCCCTTTTGGCTCCAAAACGGCTCCACCGGAGGAGG
CGGCGGCGGCGGTTCCGGTGGAAACCCGTCCCTCAACCCGCCGTITTTGGACCCCAACGGACCCCT
GACCGTCCAAAACAACCTCCTGAAGGTCAATACCACGGCCCCCATCGCCGTCACCAATAAGGCCCTG
ACACTCTCCTTTGACGCGGAGAGTCTCGAGCTCACTAACCAACAGCAACTGGCGGTCAAAATCGACC
CCGAAGGACCTCTGAAAGCCACTACCGAGGGAATACAGCTGTCGGTCGACCCTACGACGTTGGAGG
TTGATGACGTCGACTGGGAGTTAACCGTGAACCTCGACCCCAACGGCCCCCTAGATTCCTCAGCCAC
AGGAATCACGGTCAGAGTCGATGACACCTTGCTCATCGATGATGACGGTTCCGGTCAAGGCAAAGAA
CTGGGCGTACATCTTAACCCCGACGGACCCATTACGGCAGACCAAAACGGTCTCGACCTGGAAATC
GACAACCAGACTCTTAAAATCACCCCCGGCTCGGCGGGCGGTGTTCTTTCGGTACAGCTGAAACCG
CAGGGAGGTCTGAATTCCCAATCCGATGGTATCCAGGTGGTAACCCAGAACAGTATCGAAGTTGATA
ACGGCGCACTCGATGTTAAGGTAGTCGCTAACGGTCCACTGTCTACAACTCCCAACGGTCTTACCCT
AAACTACGATACCGGTGACTTCACCGTAAATGCCGGGACCTTAAGTATACTTCGGAACCCCTCTCTC
GTCGCCAATGCCTATCTTACGTCCGGGGCAAGAACACTGCAACAGTTCACCGCTAAAGGGGAAAACT
CTAGTCAGTTTTCCTTTCCATGTGCTTATTATCTTCAACAGTGGTTATCGGATGGACTCATTTTCAGTT
CCCTCTACCTAAAGTTAGATAGGACGCGCTTCACAGGGATGTCCAGCGATCCCTCCTATCAAAACGC
CAGATATTTCACGTTCTGGGTAGGGGGCGGCGCGGCTATGAATCTGTCCCAGTTAAGTACACCGACG
ATTACCCCCAGTACTACCGAGTGGACTGCATTTGCTCCCGCCCTAAACTACTCCGGTGCGCCCGCCT
TCGTTTATGATGCCAATCCAGTATTTACAATCTATTTCCAACCAAACACCGGGCGA

Extremo C-terminal: nt1324-1569 de la cepa de referencia FAdV-8b ((764) KT862811)
CTGGAAAGCTATCTCCCCGTCCTTACCGATAACTGGAGCCAAACCTACAACCCCGGCACCGTCACCC
TGTGTGTAAAAACGGTAAGGGTTCAATTGAGATCACAAGGAACCTTCAGCACTCTAGTCTGTTACAAT
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TTCCGCTGTCAGAACACGGGCATTTTTAACAGCAACGCTACAGCGGGAACCATGACACTTGGACCTA
TCTTCTTTAGTTGTCCTGCCTTAAGCACCGCCAACGCTCCTTAA

Secuencia completa:
ATGGCGACCTCGACTCCTCACGCCTTCTCCTTTGGCCAAATCGGCTCCAGAAAACGCCCTGCGGGC
GGCGATGGCGAGCGAGACGCCTCCAAAGTGCCGAAAATGCAGACCCCCGCTCCGAGCGCGACCGC
CAACGGAAATGACGAGCTGGACCTGGTCTACCCCTTTTGGCTCCAAAACGGCTCCACCGGAGGAGG
CGGCGGCGGCGGTTCCGGTGGAAACCCGTCCCTCAACCCGCCGTITTITGGACCCCAACGGACCCCT
GACCGTCCAAAACAACCTCCTGAAGGTCAATACCACGGCCCCCATCGCCGTCACCAATAAGGCCCTG
ACACTCTCCTTTGACGCGGAGAGTCTCGAGCTCACTAACCAACAGCAACTGGCGGTCAAAATCGACC
CCGAAGGACCTCTGAAAGCCACTACCGAGGGAATACAGCTGTCGGTCGACCCTACGACGTTGGAGG
TTGATGACGTCGACTGGGAGTTAACCGTGAACCTCGACCCCAACGGCCCCCTAGATTCCTCAGCCAC
AGGAATCACGGTCAGAGTCGATGACACCTTGCTCATCGATGATGACGGTTCCGGTCAAGGCAAAGAA
CTGGGCGTACATCTTAACCCCGACGGACCCATTACGGCAGACCAAAACGGTCTCGACCTGGAAATC
GACAACCAGACTCTTAAAATCACCCCCGGCTCGGCGGGCGGTGTTCTTTCGGTACAGCTGAAACCG
CAGGGAGGTCTGAATTCCCAATCCGATGGTATCCAGGTGGTAACCCAGAACAGTATCGAAGTTGATA
ACGGCGCACTCGATGTTAAGGTAGTCGCTAACGGTCCACTGTCTACAACTCCCAACGGTCTTACCCT
AAACTACGATACCGGTGACTTCACCGTAAATGCCGGGACCTTAAGTATACTTCGGAACCCCTCTCTC
GTCGCCAATGCCTATCTTACGTCCGGGGCAAGAACACTGCAACAGTTCACCGCTAAAGGGGAAAACT
CTAGTCAGTTTTCCTTTCCATGTGCTTATTATCTTCAACAGTGGTTATCGGATGGACTCATTTTCAGTT
CCCTCTACCTAAAGTTAGATAGGACGCGCTTCACAGGGATGTCCAGCGATCCCTCCTATCAAAACGC
CAGATATTTCACGTTCTGGGTAGGGGGCGGCGCGGCTATGAATCTGTCCCAGTTAAGTACACCGACG
ATTACCCCCAGTACTACCGAGTGGACTGCATTITGCTCCCGCCCTAAACTACTCCGGTGCGCCCGCCT
TCGTTTATGATGCCAATCCAGTATTTACAATCTATTTCCAACCAAACACCGGGCGACTGGAAAGCTAT
CTCCCCGTCCTTACCGATAACTGGAGCCAAACCTACAACCCCGGCACCGTCACCCTGTGTGTAAAAA
CGGTAAGGGTTCAATTGAGATCACAAGGAACCTTCAGCACTCTAGTCTGTTACAATTTCCGCTGTCAG
AACACGGGCATTTTTAACAGCAACGCTACAGCGGGAACCATGACACTTGGACCTATCTTCTTTAGTTG
TCCTGCCTTAAGCACCGCCAACGCTCCTTAA

CrecFib-8b/8a:

Extremo N-terminal:

nt1-1323 de la cepa de referencia FAdV-8b (764) KT862811)
ATGGCGACCTCGACTCCTCACGCCTTCTCCTTTGGTCAAATCGGCTCCAGAAAACGCCCTGCGGGC
GGCGATGGCGAGCGAGACGCCTCCAAAGTGCCGAAAATGCAGACCCCCGCTCCGAGCGCGACCGC
CAACGGAAATGACGAGCTGGACCTGGTCTACCCCTTTTGGCTCCAAAACGGCTCTACCGGAGGAGG
AGGCGGCGGCGGTTCCGGTGGAAACCCGTCCCTCAACCCGCCGTTTTITGGACCCCAACGGACCCCT
GACCGTCCAAAACAACCTCCTGAAGGTCAATACCACGGCGCCCATCGCCGTCACCAATAAGGCCCT
GACACTCGCCTATGAATCGGACAGTCTCGAGCTCACTAACCAGCAGCAACTGGCGGTCAAAATCGAC
CCCGAAGGACCTCTGAAAGCCACTACCGAGGGAATACAGTTGTCGGTCGACCCTACGACGTTGGAG
GTTGATGACGTCGACTGGGAGTTGACGGTGAAACTCGACCCCGACGGCCCCCTGGATTCCTCAGCC
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ACAGGAATCACGGTCAGAGTCGATGAGACCTTGCTCATCGAGGATGATGGGTCCGGTCAGGGCAAA
GAACTCGGAGTCAATCTCAACCCCACCGGACCGATTACGGCCGATGACCAGGGTCTGGACTTAGAA
ATAGACAACCAGACGCTCAAGGTCAACAGTGTTACCGGCGGGGGCGTCCTAGCTGTACAACTCAAAT
CCCAAGGTGGTCTTACCGCACAGACTGACGGTATCCAAGTGAACACTCAGAACAGCATCACCGTTAC
AAACGGAGCTCTGGACGTGAAAGTAGCCGCCAACGGACCTTTGGAGTCAACCGACACCGGGCTCAC
ACTCAACTATGACCCCGGAGACTTCACAGTTAATGCGGGCACGTTGAGCATTATCAGGGATCCGGCT
CTCGTGGCCAATGCGTACCTCACATCCGGCGCCTCCACCCTTCAGCAATTTACAGCTAAGAGTGAAA
ATTCCAGTCAATTTTCTTTCCCATGCGCATACTATCTGCAACAGTGGCTTTCCGATGGGTTGATTITTA
GCTCCCTCTATCTGAAGCTCGACAGAGCACAGTTCACGAACATGCCAACGGGTGCAAATTATCAGAA
CGCCAGGTACTTTACCTTCTGGGTTGGAGCGGGCACTTCATTTAATCTTTCTACCCTTACCGAACCCA
CTATTACACCCAACACCACACAATGGAATGCATTCGCCCCTGCCCTTGATTACTCAGGTGCTCCTCCC
TTCATCTACGACGCGTCTTCCGTAGTTACGATTTATTTTGAACCCACCAGTGGTCGA

Extremo C-terminal:

nt1324-1575 a partir de cepa de referencia FAdV-8a ((TR59) KT862810)
GTGGACACATACCTGCCGGTTCTCACCGGCGACTGGAAAACTTCTTCCACTTACAATCCAGGAACAA
TAACACTCGTCGTAAGGAACGCTACGATCCAGCTGCAATCACAGAGCACGTTCACAACCAGTGTGTG
TTACAACTTCCGATGTCAAAACTCTGGGATTTTCAACAACAACGCCACCTCGGGAACGCTCACCCTAG
GTCCGATCTTTTACAGTTGTCCGGCCCTAAGTACTGCGGACGTGTCATAA

Secuencia completa:
ATGGCGACCTCGACTCCTCACGCCTTCTCCTTTGGTCAAATCGGCTCCAGAAAACGCCCTGCGGGC
GGCGATGGCGAGCGAGACGCCTCCAAAGTGCCGAAAATGCAGACCCCCGCTCCGAGCGCGACCGC
CAACGGAAATGACGAGCTGGACCTGGTCTACCCCTTTTGGCTCCAAAACGGCTCTACCGGAGGAGG
AGGCGGCGGCGGTTCCGGTGGAAACCCGTCCCTCAACCCGCCGTTTTTGGACCCCAACGGACCCCT
GACCGTCCAAAACAACCTCCTGAAGGTCAATACCACGGCGCCCATCGCCGTCACCAATAAGGCCCT
GACACTCGCCTATGAATCGGACAGTCTCGAGCTCACTAACCAGCAGCAACTGGCGGTCAAAATCGAC
CCCGAAGGACCTCTGAAAGCCACTACCGAGGGAATACAGTTGTCGGTCGACCCTACGACGTTGGAG
GTTGATGACGTCGACTGGGAGTTGACGGTGAAACTCGACCCCGACGGCCCCCTGGATTCCTCAGCC
ACAGGAATCACGGTCAGAGTCGATGAGACCTTGCTCATCGAGGATGATGGGTCCGGTCAGGGCAAA
GAACTCGGAGTCAATCTCAACCCCACCGGACCGATTACGGCCGATGACCAGGGTCTGGACTTAGAA
ATAGACAACCAGACGCTCAAGGTCAACAGTGTTACCGGCGGGGGCGTCCTAGCTGTACAACTCAAAT
CCCAAGGTGGTCTTACCGCACAGACTGACGGTATCCAAGTGAACACTCAGAACAGCATCACCGTTAC
AAACGGAGCTCTGGACGTGAAAGTAGCCGCCAACGGACCTTTGGAGTCAACCGACACCGGGCTCAC
ACTCAACTATGACCCCGGAGACTTCACAGTTAATGCGGGCACGTTGAGCATTATCAGGGATCCGGCT
CTCGTGGCCAATGCGTACCTCACATCCGGCGCCTCCACCCTTCAGCAATTTACAGCTAAGAGTGAAA
ATTCCAGTCAATTTTCTTTCCCATGCGCATACTATCTGCAACAGTGGCTTTCCGATGGGTTGATTTTTA
GCTCCCTCTATCTGAAGCTCGACAGAGCACAGTTCACGAACATGCCAACGGGTGCAAATTATCAGAA
CGCCAGGTACTTTACCTTCTGGGTTGGAGCGGGCACTTCATTTAATCTTTCTACCCTTACCGAACCCA
CTATTACACCCAACACCACACAATGGAATGCATTCGCCCCTGCCCTTGATTACTCAGGTGCTCCTCCC
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TTCATCTACGACGCGTCTTCCGTAGTTACGATTTATTTTGAACCCACCAGTGGTCGAGTGGACACATA
CCTGCCGGTTCTCACCGGCGACTGGAAAACTTCTTCCACTTACAATCCAGGAACAATAACACTCGTC

GTAAGGAACGCTACGATCCAGCTGCAATCACAGAGCACGTTCACAACCAGTGTGTGTTACAACTTCC
GATGTCAAAACTCTGGGATTTTCAACAACAACGCCACCTCGGGAACGCTCACCCTAGGTCCGATCTT
TTACAGTTGTCCGGCCCTAAGTACTGCGGACGTGTCATAA

Clonacion y expresiéon de constructos crecFib

Con base en las cepas de referencia FAdV, seleccionadas como moldes de expresion, los
segmentos de fibra distal N y C definidos anteriormente se amplificaron utilizando pares de cebadores que
presentaban salientes conla secuencia flanqueadora del vector de expresion pFAST BAC digerido con
Ehel/Stul (Invitrogen, Viena, Austria) y entre los dos segmentos mismos. La ligacion en el vector pFAST
BAC linealizado se realizd con la Gibson Assembly Master Mix (NEB, Ipswich, MA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se generaron dos constructos para cada combinacion quimérica, con orden
de especificidad reciproco, designadas en consecuencia como crecFib-8a/8b y crecFib-8b/8a.

La insercidon correcta de los segmentos en el vector se confirmd mediante secuenciacion Sanger a
través del sitio de clonacién multiple (LGC Genomics, Berlin, Alemania).

Las proteinas recombinantes se expresaron en células Sf9 de Spodoptera frugiperda y se
purificaron mediante la etiqueta de polihistidina en columnas de cromatografia de afinidad como se
describié anteriormente (Schachner et al, 2014), y su concentracién se determiné mediante ensayo de
Bradford (Thermo Fisher Scientific, Viena, Austria).

Evaluacion del espectro de inmunogenicidad y reactividad in vitro de crecFib

Los pollos sin patdégenos especificos (SPF, por sus siglas en inglés) (Valo BioMedia GmbH,
Osterholz-Scharmbeck, Alemania), incubados y alojados en nuestras instalaciones, se inmunizaron por via
intramuscular (i.m.) con crecFib-8a/8b (n=5) o crecFib-8b/8a (n=5). Tres aves de cada grupo recibieron 50
Mg, dos aves 100 ug de proteina recombinante mezclada 1:1 con adyuvante GERBU P (GERBU Biotechnik
GmbH, Heidelberg, Alemania). Los sueros posteriores a la inmunizacion se recolectaron en intervalos
semanales para el monitoreo paralelo mediante ELISA y la prueba de neutralizacién de virus.

Se proporcionaron sueros inmunes adicionales para fines comparativos. En resumen, estos sueros
se derivaron de pollos SPF inyectados con virus completo o inmunizados i.m. con fibra de FAdV
monoespecificas (es decir, fibras expresadas de forma recombinante basadas en la secuencia de un
serotipo singular). El virus completo para la produccion de antisuero se purificé en placa 3 veces y se
caracterizo al menos por un analisis parcial de los genes de hexdn y fibra, pero en la mayoria de los casos
por secuenciacion del genoma completo y prueba de neutralizacién cruzada, como se describid
anteriormente (Schachner et al., 2016). Siempre que estuvo disponible, nuestro entorno de prueba incluyd
sueros contra FAdV inactivado y adyuvado (preparado con formaldehido al 1 %, administrado en una
mezcla 1:1 con adyuvante GERBU) y virus vivos, con el fin de evaluar un reconocimiento posiblemente
diferencial de antigeno desnaturalizado en la inmunotransferencia.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) basado en crecFib
Los sueros de avesinmunizadas concadatipo de crecFib se probaron en placas ELISA recubiertas
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con el correspondiente crecFib, siguiendo el protocolo descrito por Feichtner et al., 2018.
Prueba (cruzada) de neutralizacion de virus (VN, por sus siglas en inglés)

Los anticuerpos neutralizantes (nAb, por sus siglas en inglés) en sueros se determinaron en un
ensayo de microtitulacion en células primarias de higado de embrién de pollo (CEL, por sus siglas en
inglés). Las dilucionesde suerode 2 vecesenserie (1:8 —1:16,384) seincubaroncon 100 TCID50 de virus.
Los antisueros crecFib se probaron contra las cepas de referencia FAdV-8a y -8b (molde de expresion) y
dos aislados de campo de cada serotipo que sirvieron como cepas de la exposicion en el estudio de
proteccion. Con fines comparativos, se incluyeron sueros antifibrosos con especificidad de monotipo (suero
Fib-8ay Fib-8b)en ciertos entornos. Ademas, cada placa de microtitulacionincluyé pocillos control positivos
(células + virus) y negativos (solo células). Después de cinco dias a 37 °C en COz al 5 %, los pocillos se
investigaron para determinar el efecto citopatico (CPE, por sus siglas en inglés), con el titulo definido por
la mayor dilucion de suero que inhibe el CPE.

Tincién de inmunofluorescencia (IF, por sus siglas en inglés)

Después de una prueba de neutralizaciéon cruzada de virus contra las cepas dereferencia FAdV-
8ay -8b, como se describid anteriormente, las células se fijaron agregando metanol helado durante 5 min.
Después de los pasos de lavado en serie y el bloqueo con albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas
eninglés) al 3 % durante 1 h, se agregd a-FAdV de conejo policlonal generado internamente (diluido 1:500
en amortiguador de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés)) a cada pocillo durante la noche. Después de
laeliminaciondelantisuero de conejoy el lavado, las placas se incubaron con anti-lgG de conejo conjugado
de burro con Alexa Fluor 488 diluido 1:200 (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) en la
oscuridad durante 1 h. Después de otro lavado, las células se tifieron con solucion de 4'6-diamidino-2-
fenilindol1:1000 ((DAPI, porsus siglas eninglés); Roche Diagnostics GmbH, Viena, Austria) durante 5 min,
se sometieron a un lavado final y se cubrieron con PBS.

La internalizacion de particulas virales se examiné y documenté con un microscopio de
fluorescencia Zeiss Axiovert 200 M (Zeiss, Jena, Alemania), acoplado a una camara FLEXACAM C1y al
Leica Application Suite X (LAS X) (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania).

Western Blot

Los constructos de crecFib se examinaron lado a lado con las fibras monoespecificas expresadas
internamente relacionadas mas cercanas (Fib-8a/cepa TR59, Fib-8b/cepa 764 y Fib-7/cepa YR36, los
representantes de tipo de referencia de FAdV-E) utilizando sueros inmunes policlonales. Con el fin de
minimizar las variaciones en la proporcién de reactivos, la concentracion de proteina recombinante cargada
por carril se ajusté a 7.5 ug, y se utilizaron sueros de deteccion con titulos ELISA similares (2.5 < OD < 3.0)
contra fibra recombinante del tipo homdlogo y, si corresponde, se utilizaron titulos de neutralizacion en el
intervalo de log211-12. En resumen, las proteinas purificadas recombinantes se separaron mediante SDS-
PAGE al 12 % y se transfirieron a una membrana de transferencia BioTrace PVDF (Pall, Viena, Austra)
con el sistema de transferencia Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, Viena, Austria). Después de bloquear con leche
desnatada al 3 % (p/v), las membranas se incubaron por separado con sueros policlonales, se
preabsorbieron con polvo de células Sf9 al 1 % y se diluyeron 1:2000. Como control para la presencia y €l
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tamario de las fibras monoméricas, se incubd una membrana con anticuerpo anti-polihistidina (Sigma-
Aldrich, Viena, Austria). Después de la incubacién con conejo-anti-pollo-lgG-HRP secundario (Sigma-
Aldrich, Viena, Austria) o cabra-anti-ratéon-IgG (H + L)-HRP (Bio-Rad, Viena, Austria) para controles, y
lavados intermedios, se desarrollaron transferencias con sustrato Clarity Western ECL (Bio-Rad, Viena,
Austria). La visualizacién se realizé con el ChemiDoc Imager (Bio-Rad, Viena, Austria).

Estudios de protecciéon con constructos crecFib

Se realizaron dos ensayos de la exposicion a la vacunacion para abordar secuencialmente si (i) los
constructos de crecFib confieren proteccion in vivo, y (ii) la proteccion inducida por crecFib es susceptible
de una amplia cobertura del complejo IBH. Una descripcidén general de ambos disefios experimentales se
resume en la Figura 4.

Ensayo clinico 1: Eficacia protectora de crecFib-8a/8b y crecFib-8b/8a

En el primer estudio, dos grupos de pollos de engorde SPF (n=12) fueron vacunados con refuerzo
de sensibilizacién con crecFib-8a/8b o crecFib-8b/8a de orden inverso, seguido de la exposicion a FAdV-
8b en cada caso. Los pollos de engorde SPF se obtuvieron del Servicio de Salud Animal (Deventer, Paises
Bajos)y se alojaron en unidades aisladoras separadas (HM2500, Montair, Paises Bajos). La vacunacion
consistio en 50 pg del respectivo crecFib formulado en una fase adyuvante basada en aceite de antigeno
al 40 % (p/v), administrada i.m., mientras que la exposicion se llevé a caboi.m. con 106.2 TCID50 FAdV-
8b (cepa 13-18153). Otros grupos sirvieron como control de la exposicion, inyectados con una mezcla de
PBS/adyuvante en lugar de vacunacion, y testigo con resultado negativo, administrado solo PBS estéril de
acuerdo con el mismo esquema. Se recolectd sangre semanalmente desde el refuerzo hasta la exposicion,
yalos 3,5y 7dias posterioresala exposicion (dpc). Se eutanasiaron cuatro aves porgrupo y se sometieron
a necropsiaa 3y 5 dpc, de forma analoga a las aves restantes a 7 dpc. Los puntos finales de proteccion
incluyeron signos clinicos, evaluados diariamente en el periodo de tiempo posterior a la exposicion,
relaciones de peso corporal (BW) para higado y bazo, contenido de aspartato transaminasa (AST) en
plasma como se describié anteriormente (Matos et al, 2016), asi como cuantificacion de carga viral en
higado y pancreas mediante un protocolo de qPCR adaptado de Giines et al., 2012.

Ensayo clinico 2: Amplia eficacia protectora de crecFib-8b/8a aplicando diferentes pautas de vacunacion

En este contexto, procedimos con solo una de las quimeras, crecFib-8b/8a, esta vez probando su
eficacia protectora contra la exposicion a ambos tipos virales de interés (FAdV-8a o FAdV-8b). Ademas, se
compard una pauta de vacunacion de sensibilizacién-refuerzo con una pauta de inyeccion Unica, utilizando
grupos de 20 pollos de engorde SPF. Cada vacunacion contenia 50 ug de crecFib-8b/8a formulado en una
fase adyuvante basada en aceite de antigeno al 40 % (p/v), administrada i.m. La exposicion se llevo a cabo
i.m. con 106.2 TCID50 de FAdV-8a (cepa 11-16629) o FAdV-8b (cepa 13-18153), mientras que las aves
control con resultado negativo nuevamente recibieron PBS en su lugar.

Se extrajo sangre semanalmente desde la segunda semana de vida hasta la exposicion, luego en
cada uno de los siguientes puntos de tiempo de muestreo: 3, 5, 7 y 14 dpc. Hasta cinco aves/grupo fueron
sacrificadas y sometidas a necropsia a 3, 5, 7 y 14 dpc junto con individuos que murieron debido a la
infeccion.
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Los puntos finales de proteccion incluyeron relaciones 6rgano:BW para higado, bazo y bolsa de
Fabricio, el contenido de AST plasmatica y la carga viral en higado, pancreas, bazo y bolsa de Fabricio.

El andlisis estadistico de los conjuntos de datos se llevd a cabo mediante la prueba de Shapiro-
Wilk junto con una inspeccion visual de los histogramas y las graficas Q-Q normales para verificar el
supuesto de distribucion normal. Los valores medios para las relaciones 6rgano-BW, la AST plasmatica y
la carga viral en los 6érganos blanco de los grupos vacunados se compararon con el control con resultado
negativo y sus correspondientes grupos control de exposicion mediante la prueba t de Student no pareada.
Los conjuntos de datos que no cumplieron con los supuestos de normalidad se analizaron mediante
comparaciones por pares con la prueba U de Mann-Whitney. En cada caso, los valores p < 0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Los andlisis estadisticos serealizaron con SPSS Versién 26
(IBM SPSS Statistics; IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Resultados
Disefio in silico y expresion recombinante de constructos crecFib

El analisis de epitopos in silico de los botones de fibra TR59 y 746 sugiri6 sitios que, segun €
modelado de homologia, se asignaron al bucle CD (G.SSD, N.PTG), al bucle F/FG de cadena {3 (V.DANP,
.LDASS)y al bucle HI de la perilla (QSQ, RSQ). De acuerdo con los modelos tridimensionales creados
sobre la base de las secuencias de los botones quiméricos, todos los epitopos predichos se localizaron
externamente, asi como apicalmente en la molécula (Figura 1C). Ademas, los dos sitios en el bucle F/FG
de cadena B y el bucle HI, aunque no contiguos en la secuencia primaria, estaban conformacionalmente
en contacto, revelando un parche de superficie coherente formado por residuos codificados N y C
distalmente de la unidén quimérica.

Ambas proteinas quiméricas se recuperaron con éxito de la fraccién soluble de células Sf9
infectadas, como se confirmoé mediante bandas con el tamafio de monémero apropiado en Western Blct.
Los rendimientos de fibra quiméricas purificadas fueron de aproximadamente 13,4 (crecFib-8a/8b)y 14,8
mg por litro de cultivo de células Sf9 (crecFib-8b/8a).

Espectro de inmunogenicidad y reactividad in vitro de crecFib
Induccion de anticuerpos crecFib detectada mediante ELISA

Con base en el antigeno homdlogo ELISA, las aves inmunizadas con crecFib-8a/8b mostraron un
aumento plano en la magnitud de la OD, con solo la aparicién esporadica de OD>1 en un solo individuo en
tres puntos de tiempo sucesivos de 5-7 semanas después de la vacunacion (wpv). Todas las demas aves
no superaron la OD 0.5 en ningn momento durante un periodo de monitoreo de 8 semanas (Figura 2). Por
el contrario, las aves inmunizadas con el orden inverso crecFib-8b/8a desarrollaron un fuerte aumento en
la OD en el antigeno ELISA homdlogo tan pronto como 2 wpv, en el que 5/5 aves ya presentaban OD
cercanas a 3 (OD media 3.00+0.18), independientemente de la dosis de antigeno (50 respecto a 100 pg).
Los OD de crecFib-8b/8a se mantuvieron en un nivel constante en los cinco individuos hasta el final del
periodo de monitoreo a 8 wpv, con OD semanales medias en el intervalo de 2.76+0.29 a 3.39+0.12.
Actividad neutralizante de los antisueros crecFib

En los antisueros crecFib-8b/8a, la neutralizacidn estuvo presente por primera vez a 2 wpv, y todas
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las aves mostraron titulos de bajos a moderados (log24-7) contra al menos uno de los tipos constitutivos
(Figura 2). De hecho, ya 4/5 individuos habian desarrollado nAb bilaterales contra ambos tipos en este
momento. Los titulos neutralizantes de los antisueros crecFib-8b/8a aumentaron continuamente durante el
periodode monitoreo;apartirde 5wpv en adelante, todas las aves tuvierontitulos =log.6 contra el conjunto
completo de cepas analizadas, alcanzando un ave el maximo del rango medido (log»14) contra FAdV-8b.
A nivel de aves individuales, las respuestas neutralizantes mostraron una distribucion general equilibrada,
con titulos similares contra ambos tipos, independientemente de si el virus correspondiente era un molde
(referencia) o una cepa de campo.

La tinciéon inmunofluorescente de un entorno de neutralizacion de virus, que comparé directamente
el antisuero crecFib-8b/8alado alado con sueros antifibra contra Fib-8a o Fib-8b en la misma placa de
microtitulacién, demostré que solo el suero quimérico podria inhibir eficientemente la infeccion de FAdV-8a
(cepa TR59) y -8b (cepa 764) in vitro. Si bien los antisueros monoespecificos Fib-8a y Fib-8b ejercieron
actividad neutralizante contra sus serotipos afines a titulos similares en comparacién con el antisuero
crecFib, ninguno de ellos pudo inhibir el serotipo opuesto.

Reconocimiento de fibra en inmunoelectrotransferencia

Todas las fibras recombinantes investigadas, independientemente de su fondo genético y su
composicion monoespecifica o quimérica, fueron detectadas por sueros inmunes que representan el
espectro completo de tipos de FAdV, definidos por la especificidad de la fibra (Figura 3).

El reconocimiento mutuo fue incluso posible entre compafieros de reaccidon con expresion
diferencial de fibra (fibra-1, fibra-2 de FAdV-A y FAdV-C respecto a fibra singular de las especies de FAdV
restantes), y entre contrapartes quiméricas con orden de molde inverso (por ejemplo, el antisuero crecFib-
8b/8a fue capaz de reconocer el crecFib-8a/8b).

Cabe destacar que no se observaron diferencias entre los antisueros producidos contra FAdV vivo
(nativo) y las preparaciones de virus inactivados, formulados con adyuvante, asi como los sueros dirigidos
a subunidades, en su capacidad para reconocer el moné mero de fibra en Western Blot.

Ensayos clinicos
Ensayo clinico 1: Eficacia protectora de crecFib-8a/8b y crecFib-8b/8a

En la Figura 4 se proporciona una descripcion general de los disefios experimentales in vivo. Un
grupo designado VV®®C® de acuerdo con los tratamientos realizados, se vacuno dos veces con crecFib-
8a/8b alos 3y 21 dias devida, seguido de la exposicion a FAdV-8balos 36 dias de vida (=15 dias después
del refuerzo, dpb). Un segundo grupo designado VV®8C® se vacuné en los mismos puntos de tiempo con
elordeninverso crecFib-8b/8a, y luego también se expuso a FAdV-8b. El control de la exposicion, vacunado
de forma simulada con una mezcla de PBS/adyuvante antes de la exposicién a FAdV-8b, se designa como
C®, y el control con resultado negativo, administrado solo PBS estéril en cada ocasion, como N.

El inicio del desarrollo de anticuerpos inducido por la vacuna no se detectd por ELISA hasta
después del refuerzo (7 dpb=28 dias de vida), aunque solo a un nivel bajo que indica un aumento inicial en
aves de VV®® (OD media 0.51+0.65), mientras que ya se alcanzaron niveles maximos detectables en
VVeia (3 14+0.73) (Figura 5). En comparacion, las aves de N y C® (antes de la exposicion) nunca
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excedieron la OD 0.07+0.01. Inmediatamente antes de la exposicion (14 dpb), VV&® alcanzé DO
moderadas (1.45+0.95), pero ninguno de los sueros exhibié actividad neutralizante (titulos de SN <log28).
En VV®® |os niveles de OD se mantuvieron bastante constantes (2.60+0.85) y, con excepcion de un solo
ave, todos los sueros exhibieron actividad neutralizante, que van desde titulos bajos contra al menos uno
de los serotipos probados (en 3 aves) hasta titulos en el extremo mas alto del rango medido (log214) contra
ambos serotipos (virus de referenciay de exposicion FAdV-8ay -8b) enlas aves restantes. Como tendencia
general, se observarontitulos mas altos (y un inicio mas temprano, basado en aquellos sueros con solo
neutralizacion unilateral) contra FAdV-8a; ademas, los nAb contra FAdV-8b nunca divergieron en mas de
3 niveles de titulo entre la cepa de referencia y de exposicion, mientras que los nAb contra FAdV-8a
divergieron hasta 5 niveles de titulo con una reactividad mas pronunciada contra la exposicion, en
comparacion con la cepa de referencia.

Después de la exposicion, se registré una depresion leve (inapetencia, apifiamiento, plumaje
erizado)endos avesde C®a 4-5 dpc. Durante la necropsia en este punto de tiempo, los mismos individuos
habian aumentado significativamente las proporciones de higado:BW. También se registré un aumento de
las relaciones higado:BW en VV&&CE y \V/&8C8  nero ocurrié con retraso a 7 dpc (Figura 6). El grupo
C® experimento adicionalmente un aumento significativo del bazo:BW (7 dpc), que estuvo ausente en
VV&®8CE  mientras que moderado, pero no significativo, en VV8¥C#®,

La AST plasmatica mas alta se registro en C® a 3 y 5 dpc, siendo significativa a 5 dpc, mientras
que V&8 C 8 y \/\/88aC8 nermanecieron comparables a N (Figura 6). A 7 dpc, los valores de AST
plasmatica ya no eran distinguibles entre los grupos.

Se observo una reduccion de la carga viral hepatica respecto a C® tanto en VV8#C® como en
VV&®B8CE en todos los puntos de tiempo investigados, con valores y significancia consistentemente méas
bajos a5 dpc en VV®8C® (Figura 6). En el pancreas, el ADN viral estaba completamente ausente en
VV&®BCE 5 3 dpc y se redujo significativamente a5y 7 dpc. En VV8®C® |a carga viral pancreatica se
redujo significativamente a 5 dpc.

Ensayo clinico 2: Amplia eficacia protectora de crecFib-8b/8a aplicando diferentes pautas de vacunacion

Se administrd una pauta de vacunacion de sensibilizacion-refuerzo al diade edad y 7 dpv a dos
grupos, uno de los cuales fue desafiado a los 22 dias de edad con FAdV-8a (designado V&€ &) g| otro
con FAdV-8b (VV®®C®) Ademas, esto se compard con una pauta de vacunacion Unica a la edad de un
dia (grupos V& C 8 \/88aCe) - Se incluyeron grupos control de la exposicion vacunados de forma
simulada para cadatipo de la exposicion (C®, C®) y un grupo control con resultado negativo (N) que recibid
PBS de forma analoga al régimen de sensibilizacién-refuerzo.

A los 21 dias de vida, inmediatamente antes de la exposicion, las aves de cada régimen de
vacunacion habian desarrollado niveles de anticuerpos detectables por ELISA. Sin embargo, el grupo de
sensibilizaciéon-refuerzo (VV®®) tuvo OD mas altas con solo 1/40 individuos con OD <3 (OD media
3.3+0.1), mientras que la pauta de vacuna unica (V") tuvo titulos generales mas bajos y distribuidos de
manera mas desigual (2.65+0.79) (Figura 7). Después de la exposicion e independientemente del tipo de
virus de la exposicion, las OD entre V&8 y V&8 yano eran distinguibles, ya que alcanzaron (y luego
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permanecieron en) el criterio de valoracion cuantificable mas alto. Por el contrario, las aves control de la
exposicion no vacunadas mostraron unainclinacion constante de los titulosa2.15+1.02 hasta 14 dpc (C%),
0 un aumento abrupto a 2.02+0.95 a 7 dpc permaneciendo estables al respecto (C®).

En 36/40 aves VV®® |os Abs de preexposicion tuvieron actividad neutralizante contra FAdV-8a'y
-8b, mientras que las cuatro aves restantes mostraron solo actividad neutralizante unilateral contra uno de
los serotipos. En comparacion, las aves V®% vacunadas individualmente mostraron una presencia mas
infrecuente de nAb previos a la exposicion, con 11/40 aves con nAb unilaterales y siete aves con ausencia
completa de nAb. Ademas, los niveles de titulacion fueron mas bajos en V% en comparacion con V'V,
aunque las pautas posologicas fueron similares en la obtencion de una neutralizacion mas fuerte contra
FAdV-8a (10g23.28+3.22 en V®® con respecto a log,5.58+2.00 en VV®® contra FAdV-8a, log;2.88+2.44
en V&% con respecto a log»4.30+3.13 en VV®® contra FAdV-8b).

La exposicion con FAdV-8a dio como resultado un aumento relativamente abrupto de nAb en aves
sin tratamiento previo (C®), alcanzando niveles mas altos en comparacién con cualquiera de los grupos
vacunados a los 7 dpi. En VV®C8a se encontraron titulos generales mas altos contra FAdV-8b que FAdV-
8a, mientras que la tendencia inversa se observo en V®%C8: por 14 dpc las aves de los tres grupos
alcanzaron titulos medios comparables contra FAdV-8a. La exposiciéna FAdV-8b indujo titulos medios
similares en aves sin tratamiento previo (C®%) que la exposicién a FAdV-8a a 7 dpc (10g210.70+1.34), pero
no excedid significativamente los titulos medios de aves vacunadas (V&®C®, VV&8aC8) Aunque V&8C®
y VV®8CE continuaron desarrollando nAbs contra FAdV-8a, los titulos medios contra FAdV-8b fueron
siempre mas altos.

Como puntode referencia para el efecto clinico después de la exposicion, se registré una depresion
leve en una (C®) y cuatro aves (C®) entre 2-5 dpc, y un ave muerta adicional a 4 dpc en C®. Entre todas
las aves de los grupos vacunados, solo se produjo un caso de depresion transitoria a 2-3 dpc, menos
inesperadamente en un individuo de V®®C8® que carecia de nAbs previos a la exposicion.

Las relaciones medias de higado y bazo:BW fueron las mas afectadas a 3 y 5 dpc con un aumento
significativo en ambos controles de la exposicion (Figura 8). A pesar de estabilizarse, este efecto persistid
para el bazo a 7 dpc en C%, y para el higado a 14 dpc tanto en C% como en C®. Por el contrario, las
relaciones higado y bazo:BW de los grupos vacunados/expuestos permanecieron comparables al control
con resultado negativo (N) durante todo el experimento, excepto por el higado de V#8C® en un punto
temporal (14 dpc). Las proporciones de Bursa:BW fueron las méas afectadas a 5 dpc, con una reduccion
significativa respecto a N en todos los grupos, excepto para V&*%C8 en el que la misma tendencia se
cambié a 14 dpc.

Ademas, C®y C® tuvieron los niveles plasmaticos de AST mas altos de todos los grupos de 3-7
dpc; se encontraron diferencias significativas con dos de los grupos vacunados (VV&8C8 y \/8/8acsa)
Ademas, los grupos vacunados mostraron cargas virales consistentemente mas bajas en los érganos
blanco en comparacion con sus controles de la exposicidn, mientras que la vacunacion incluso previno la
infeccidn detectable en varios puntos temporales. Con pocas excepciones, las muestras de higado,
pancreas y bazo de C*y C® fueron positivas en todos los puntos temporales (solo un higado a 7 dpc, y
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pancreas y bazo de otro pajaro a 14 dpc en C® fueron negativos; asi como dos higados a 14 dpc en C#);
en contraste, el ADN viral se detectd solo en el higado de un pajaro a 5 dpc, y en el higado y pancreas de
otro pajaro a 14 dpc en VV®8C#, con cargas virales significativamente reducidas de 3-7 dpc. Se lograron
resultados similares en V&®C8 entre 3-5 dpc, con solo el pancreas y el bazo de un ave positivos en el
punto de tiempo mas temprano (3 dpc). En VV®8C® |as cargas virales medias se redujeron
significativamente a 5-7 dpc en el higado y en todos los puntos temporales en el pancreas y el bazo; de
hecho, todos los 6rganos blanco permanecieron incluso completamente negativos a 5 y 14 dpc. En
V&78aCE - se produjo una reduccion significativa de la carga viral en el bazo a 3-5 dpc, y en el higado y el
pancreas a 5 dpc. La bolsa de Fabricio fue el 6rgano con la carga viral media mas baja, aunque todavia se
encontraron positivos en todas menos dos muestras en C*, y en 4, 3y 1 muestra(s) en C® de 3-7 dpc. De
todos los vacunados, solo tres individuos, que no tenian nAb previos a la exposicion y que estaban
expuestos a FAdV-8b, dieron resultados positivos a 3 dpc. A 14 dpc, el ADN viral generalmente yano era
detectable en la bursa.
Ejemplo 2: La vacunacién con una proteina de fibra quimérica FAdV protege simultdneamente a los
pollos contra HHS e IBH

En las ultimas décadas, las enfermedades relacionadas con FAdV se han convertido en una
preocupacion creciente para la industria avicola en todo el mundo. Se han investigado experimentalmente
varias estrategias de inmunizacion contra FAdV, con un enfoque particular en las vacunas de subunidades
contra HHS, causadas por FAdV serotipo 4, e IBH, causadas por los serotipos 2, 8a, 8b y 11. En este
estudio, ampliamos el concepto innovador de proteinas de fibra quiméricas recombinantes para disefiar
una nueva quimera que retiene epitopos de serotipos pertenecientes tanto a FAdV-4 como a -11, e
investigamos su eficiencia para proteger simultaneamente a los pollos contra HHS e IBH. Los pollos libres
de patégenos especificos se vacunaron con la nueva fibra quimérica y posteriormente se expusieron a una
cepa causante de HHS o IBH. El desarrollo de anticuerpos neutralizantes fue limitado contra FAdV-11y
ausente contra FAdV-4. Sin embargo, inesperadamente, las aves vacunadas mostraron una reduccion de
los signos clinicos, hepatomegalia limitada y niveles mas bajos de AST en comparacién con los controles
respectivos de la exposicion tras la exposicion viral. Ademas, la vacuna previno la atrofia de los 6rganos
linfoides afectados por HHS, como el timo y la bolsa de Fabricio, y la carga viral en los érganos blanco se
redujo significativamente. La proteccion clinica se asocié con un alto nivel de anticuerpos medidos en
placas ELISA previos a la exposicion recubiertas con el antigeno de vacunacion. En conclusion,
demostramos que el concepto de vacunas de fibra quimérica puede extenderse mas alla de los limites de
las especies virales. Nuestra vacuna representa la primera vacuna de subunidades FAdV capaz de lograr
una proteccion integral contra diferentes enfermedades asociadas a FAdV.
Materiales y métodos

Disefno y expresion de fibra quimérica

En este estudio se disefid una proteina de fibra quimérica que retiene epitopos de FAdV-4 (fib-2) y
FAdV-11. Enresumen, el marco de lectura abierto de fibra (ORF, por sus siglas en inglés) se dividié en un
segmento amino (N) y un segmento carboxilo (C)-distal, se amplificé por separado de diferentes cepas de
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molde y se fusiond sin problemas mediante clonacién de unidad de Gibson para reconstituir una nueva
fibra de cadena completa. Al representar un cruce entre secuencias heterdlogas de serotipos discretos, la
union de los segmentos N y C distales se denomina en lo sucesivo cambio de especificidad. El interruptor
se disefod en un motivo de consenso intertipo correspondiente a las posiciones aa441-442 o aa491-492 en
las alineaciones de secuencia por pares de fibra FAdV-4-2 y fibra FAdV-11, que se asignana la cadena G
propuesta dentro del dominio del cabezal de fibra ("perilla”). Alacomodar supuestos epitopos de células B
en ambos lados, esta estrategia permitio la incorporacién de regiones epitdpicas de ambos serotipos
constitutivos en el producto quimérico final. Ademas, la modificacién interna de la perilla también podria
conciliarse con el mantenimiento de la integridad de la secuencia en el presunto limite de la perilla del gje
que tiene una funcion informada en la trimerizacion de la fibra (Hong & Engler, 1996). Los eptopos
candidatos se infirieron a partir de un epitopo informado anteriormente en la fibra-2 de FAdV-4 (Wang et
al., 2018) y la prediccion in silico con el software DiscoTope 2.0 (Vindahl Kringelum et al., 2012) utilizando
la fibra relacionada mas cercana para la que actualmente se dispone de un modelo molecular, la fibra2 de
la cepa de referencia FAdV-1 CELO (El Bakkouri et al., 2008). Posteriormente, se determinaron las
homologias posicionales entre diferentes miembros de tipo en funcién de multiples alineaciones de
secuencias creadas con el software MegAlign (DNASTAR, Madison, WI, EUA). También se utilizé el mapeo
de homologia para asignar dominios estructurales (cola, eje, perilla) de la fibra FAdV en funcion de la
informacion existente (Hess et al., 1995). Con base en las cepas de referencia FAdV seleccionadas como
moldes de expresion, los segmentos de fibra distal Ny C, como se definidé anteriormente, se amplificaron
utilizando pares de cebadores que presentaban salientes con la secuencia flanqueadora del vector de
expresion pFAST BAC digerido con Ehel/Stul (Invitrogen, Viena, Austria) y entre los dos segmentos
mismos. En la Tabla 1 se proporciona informacion detallada sobre la estrategia de clonacion. La ligacion
en el vector pFAST BAC linealizado se realizd con la Gibson Assembly Master Mix (NEB, Ipswich, MA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante y el constructo resultante se denominé crecFib-4/11.
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Tabla 1. Proteina de fibra quimérica de FAdV utilizada en este estudio. Los salientes en los extremos 5' de
las secuencias de cebadores conla secuencia flanqueadora del vector (cebadores FP1y RP2) o conla

secuencia de molde homodloga (cebadores RP1y FP2) estan representados por nucleotidos subrayados.

. . Fragmento Cepade Vector de
Designaciéndel |, gjcion en molde expresion (sitios
cor?stfu_cto la secuencia | (numero de Secuencias de cebadores de restriccion
quimerico de molde) | acceso de utilizados para la
GenBank) clonacion)
KRS, FAdV- | FP1-KRS5: 5'- AAA CCT GTATTT TCA
| 4cepaDE | GGG CAT GCT CCG AGC CCC TA-3’
(nt1-12212) | referencia
(HE608152) RP1-KR5: 5- AAG TTT GCA CGG
ATC CGC TGG ATG GTT GAT AGT
AT-3°
crecFib-4/11 RFAST BAC
] HTb 1(Enel/Stul)
I 13/14796, FP2-13/14796: 5°-TCC AGC GGG TCC
(nt1468- FAdV-11 GTG CAA ACT_I'I_';'_(:;CAA CCC GTA
1713) Cepade
campo RP2-13/14796: 5-GTG AGC TCG
TCG ACG TAG GTT AGG GTT GTG
TTA AT

dposicion se refiere al gen de fibra-2

Lainsercion correcta de los segmentos en el vector se confirmd mediante secuenciacion Sanger a
través del sitio de clonacion multiple (LGC Genomics, Berlin, Alemania).

La proteina recombinante se expreso en células Sf9 de Spodoptera frugiperda y se purificd
mediante la etiqueta de polihistidina en columnas de cromatografia de afinidad como se describié
anteriormente (Schachner et al., 2014), y su concentracion se determind mediante ensayo de Bradford
(Thermo Scientific, Viena, Austria).

Secuencias del constructo crecFib

crecFib-4/11 (para FAdV-4, se utilizd fibra-2)

Extremo N-terminal:

nt1-1221 de la cepa de referencia FAdV-4 (KR5) (HE608152)
ATGCTCCGAGCCCCTAAAAGAAGACATTCCGAAAACGGGCAGCCCGAGTCCGAAGCGGGACCTTCC
CCGGCTCCAATCAAGCGCGCGAAACGCATGGTGAGAGCATCCCAGCTTGACCTGGTTTATCCTTTCG
ATTACGTGGCCGACCCCGTCGGAGGGCTCAACCCGCCTITTTTGGGCGGCTCCGGACCCCTAGTGG
ACCAGGGCGGTCAGCTTACGCTCAACGTCACCGATCCCATCATCATCAAGAACAGATCGGTGGACTT
GGCCCACGATCCCAGTCTCGATGTCAACGCCCAAGGTCAACTGGCGGTGGCCGTTGACCCCGAAGG
GGCCCTGGACATCACCCCCGATGGACTGGACGTCAAGGTCGACGGAGTAACCGTGATGGTCAACGA
TGACTGGGAACTGGCCGTAAAAGTCGACCCGTCCGGCGGATTGGATTCCACTGCGGGCGGACTGG
GGGTCAGCGTGGACGACACCTTGCTCGTGGATCAGGGAGAACTGGGCGTACACCTCAACCAACAAG
GACCCATCACTGCCGATAGCAGTGGTATCGACCTCGAGATCAATCCTAACATGTTCACGGTCAACAC
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CTCGACCGGAAGCGGAGTGCTGGAACTCAACCTAAAAGCGCAGGGAGGCATCCAAGCCGGCAGTTC
GGGAGTGGGCGTTTCCGTGGATGAAAGCCTAGAGATTGTCAACAACACGCTGGAAGTGAAACCGGA
TCCCAGCGGACCGCTTACGGTCTCCGCCAATGGCCTAGGGCTGAAGTACGACAGCAATACCCTGGC
GGTGACCGCGGGCGCTTTGACCGTAGTAGGAGGGGGAAGCGTCTCCACACCCATCGCTACTTTTGT
CTCGGGAAGTCCCAGCCTCAACACCTACAATGCCACGATCGTCAATTCCAGCTCGCACCCCTTICTCT
TGTGCCTACTACCTTCAACAGTGGAACGTACAAGGGCTCCTTTTTACCTCCCTCTACGTGAAACTGGA
CAGCACCACCATGGGGACTCGCCCTGGGGACAACAGCTCCGCCAATGCCAAATGGTTCACCTTTTG
GGTGTCCGCCTATCTCCAGCAATGCAACCCCTCCGGGATTCAAGCGGGAACGGTCAGCCCCTCCAC
CGCCGCCCTCGCGGACTTTGAACCCATGGCCAATAGGAGCGTGTCCAGCCCATGGACGTACTCGGC
CAATGCATACTATCAACCATCCAGCGGA

Extremo C-terminal:

nt1468-1713 de la cepa de campo FAdV-11 (cepa 13/14796)
TCCGTGCAAACTTTCCAACCCGTATTGACAGGAGATTGGGATACCAACACCTACAACCCAGGAACCG
TTCAAGTCTGCATACTGCCTCAAACCGTTGTGGGAGGCCAGTCGACCTITGTTAACATGACATGTTAT
AACTTCCGGTGTCAAAATCCTGGAATATTCAAGGTTGCTGCTAGTAGCGGCACATTCACTATCGGACC
CATTTTCTACTCCTGTCCAACCAACAAATTAACACAACCCTAA

Secuencia completa:
ATGCTCCGAGCCCCTAAAAGAAGACATTCCGAAAACGGGCAGCCCGAGTCCGAAGCGGGACCTTCC
CCGGCTCCAATCAAGCGCGCGAAACGCATGGTGAGAGCATCCCAGCTTGACCTGGTTTATCCTTTCG
ATTACGTGGCCGACCCCGTCGGAGGGCTCAACCCGCCTTTITITGGGCGGCTCCGGACCCCTAGTGG
ACCAGGGCGGTCAGCTTACGCTCAACGTCACCGATCCCATCATCATCAAGAACAGATCGGTGGACTT
GGCCCACGATCCCAGTCTCGATGTCAACGCCCAAGGTCAACTGGCGGTGGCCGTTGACCCCGAAGG
GGCCCTGGACATCACCCCCGATGGACTGGACGTCAAGGTCGACGGAGTAACCGTGATGGTCAACGA
TGACTGGGAACTGGCCGTAAAAGTCGACCCGTCCGGCGGATTGGATTCCACTGCGGGCGGACTGG
GGGTCAGCGTGGACGACACCTTGCTCGTGGATCAGGGAGAACTGGGCGTACACCTCAACCAACAAG
GACCCATCACTGCCGATAGCAGTGGTATCGACCTCGAGATCAATCCTAACATGTTCACGGTCAACAC
CTCGACCGGAAGCGGAGTGCTGGAACTCAACCTAAAAGCGCAGGGAGGCATCCAAGCCGGCAGTTC
GGGAGTGGGCGTTTCCGTGGATGAAAGCCTAGAGATTGTCAACAACACGCTGGAAGTGAAACCGGA
TCCCAGCGGACCGCTTACGGTCTCCGCCAATGGCCTAGGGCTGAAGTACGACAGCAATACCCTGGC
GGTGACCGCGGGCGCTTTGACCGTAGTAGGAGGGGGAAGCGTCTCCACACCCATCGCTACTITTIGT
CTCGGGAAGTCCCAGCCTCAACACCTACAATGCCACGATCGTCAATTCCAGCTCGCACCCCTTCTCT
TGTGCCTACTACCTTCAACAGTGGAACGTACAAGGGCTCCTTTTTACCTCCCTCTACGTGAAACTGGA
CAGCACCACCATGGGGACTCGCCCTGGGGACAACAGCTCCGCCAATGCCAAATGGTTCACCTTITG
GGTGTCCGCCTATCTCCAGCAATGCAACCCCTCCGGGATTCAAGCGGGAACGGTCAGCCCCTCCAC
CGCCGCCCTCGCGGACTTTGAACCCATGGCCAATAGGAGCGTGTCCAGCCCATGGACGTACTCGGC
CAATGCATACTATCAACCATCCAGCGGATCCGTGCAAACTTTCCAACCCGTATTGACAGGAGATTGG
GATACCAACACCTACAACCCAGGAACCGTTCAAGTCTGCATACTGCCTCAAACCGTTGTGGGAGGCC
AGTCGACCTTTGTTAACATGACATGTTATAACTTCCGGTGTCAAAATCCTGGAATATTCAAGGTTGCTG
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CTAGTAGCGGCACATTCACTATCGGACCCATTTTCTACTCCTGTCCAACCAACAAATTAACACAACCC
TAA

Preparacion del virus

Los aislamientos de campo AG234 y 08-18926 (num. de acceso de GenBank MK572849 y
MK572871) se analizaron a través de la prueba de secuenciaciéon y neutralizacion de virus (VNT) de
proéxima generacion y, por lo tanto, se identificaron como miembros de los tipos FAdV-4 y -11,
respectivamente (Schachner et al., 2019), para usarse como cepas de exposicion durante los estudios de
proteccioén. Las cepas se purificaron en placa 3 veces y se propagaron en células primarias de higado de
embrién de pollo (CEL) (Schat y Sellers, 2008); los titulos virales se determinaron mediante titulaciéon de
punto final (Reed y Muench, 1938).
Ensayo clinico

Se incubaron ciento veinte polluelos SPF, se etiquetaron individualmente y se dividieron en seis
grupos (n = 20) bajo la siguiente designacién: sélo vacuna, vacuna respecto a FAdV-4, vacuna respecto a
FAdV-11, control de la exposicion a FAdV-4, control de la exposicion a FAdV-11y control con resultado
negativo (Tabla 2).
Tabla 2. Disefio del experimento con animales.

Grupo Designacion vacunacion Cepa de exposicion
| solo vacuna crecFib-4/11 -a
Il vacuna frente al. FAdV-4 crecFib-4/11  AG234 (FAdV-4)
[l vacunafrenteal, FAdV-11 crecFib-4/11  08-18926 (FAdV-11)

IV Contiol de exposicien’ FAAV-4  soio adyuvante  AG234 (FAAV-4)
V| Control de exposicion FAAV-11  soio adyuvanie 08-18926 (FAdV-11)

VI control negativo - -

%no aplicable

Cada grupo se alojo por separado en unidades aisladoras (HM2500, Montair, Paises Bajos). La
vacunacioén consistié en una inyeccionde 0.5 mL en el Musculus tibialis lateralis que contenia 50 ug de
crecFib-4/11 homogeneizado en un adyuvante a base de aceite y se llevo a cabo en aves de un dia de
edad de los grupos de vacunacion, mientras que a las aves de los controles de la exposicion se les inyectd
solucion salina amortiguada con fosfato (PBS) mezclada con adyuvante, y a las aves control con resultado
negativo se les administro PBS estéril solamente. Se administrd una inyeccion de refuerzo de la misma
maneraa los 7 dias devida (6 dpv)enlostres grupos vacunados, y las aves de la exposicion y los controles
con resultado negativo recibieron una inyeccién de adyuvante mezclado con PBS y PBS solo,
respectivamente, como se describié anteriormente. Se extrajo sangre en intervalos semanales desde la
segunda semana de vida hasta la exposicidn, luego en cada uno de los siguientes puntos de tiempo de
muestreo: 3, 5, 7y 14 dpc. Las aves se expusieron a los 22 dias de vida (15 dpb) usando la cepa AG234
de FAdV-4 (vacuna de grupos respecto a FAdV-4, control de la exposicion a FAdV-4) y la cepa 08-18926
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de FAdV-11 (vacuna de grupos respecto a FAdV-11, control de la exposicion a FAdV-11). En el periodo de
tiempo posterior a la exposicion, las aves se monitorearon diariamente para detectar signos clinicos. Se
eutanasiaron hasta cinco aves por grupo y se sometieron a necropsiaa 3, 5, 7 y 14 dpc, y los individuos
que fueron sacrificados debido a una afeccion clinica grave fueron sometidos a necropsia y se les obtuvo
muestras inmediatamente.

Quimica clinica

Inmediatamente antes de la eutanasia, se recogié sangre de la vena yugular de cada ave de los
gruposinfectadosy el control con resultado negativo entubos de heparina (VACUETTE ®, Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Austria) para investigar el contenido de aspartato transaminasa (AST) en plasma como se
describié anteriormente (Matos et al., 2016).

Reaccidn cuantitativa en cadena de la polimerasa (qPCR) de tejidos de 6rganos blanco

Se recogieron muestras de tejido para la cuantificacién de la carga viral, incluyendo higado, bazo
y bolsa de Fabricio, de aves de los grupos infectados y control con resultado negativo, y se almacenarona
-20 °C hasta el procesamiento. La extraccion de ADN se realizé con DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante, y el ADN se analizé posteriormente con un
ensayo de qPCR adaptado basado en el gen 52K (Gunes et al., 2012).

Ensayo inmunoabsorbente ligado A enzimas de fibra quimérica (ELISA) y prueba de neutralizacién del virus
(VNT)

Los sueros recogidos durante los experimentos se probaron en placas ELISA recubiertas con
crecFib-4/11 siguiendo el protocolo descrito por Feichtner et al. (2018); el valor de OD de corte se calculd
a partirde los sueros de las aves control con resultado negativo calculando la media aritmética mas tres
veces la desviacion estandar. Las muestras de aves de 21, 27 y 29 dias de edad (respectivamente: pre-
exposicién, 5 dpcy 7 dpc) también seinvestigaron para detectar anticuerpos neutralizantes (nAb) como se
describié anteriormente (Schachner et al., 2014), con VNT contra las cepas que sirvieron como molde para
la expresion de fibra (cepas de vacuna) y los aislados de campo utilizados como cepas de la exposicion
durante los estudios de proteccion (cepas de la exposicion).

Anélisis estadisticos

Se llevé a cabo un analisis preliminar de los conjuntos de datos utilizando la prueba de Shapiro-
Wilk junto con una inspeccion visual de los histogramas y las graficas Q-Q normales para verificar el
supuesto de distribucion normal. Los valores medios de las relaciones érgano:BW, la AST plasmaticay la
carga viral en los 6rganos blanco de los grupos vacunados se compararon con el control con resultado
negativo y su respectivo grupo control de la exposicion a través de la prueba t de Student no emparejada.
Se utilizo la prueba U de Mann-Whitney para los conjuntos de datos que no cumplian con los supuestos de
normalidad. En cada caso, los valores p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Los andlisis
estadisticos se realizaron con el paquete de software SPSS Version 26 (IBM SPSS Statistics; IBM Com.,
Armonk, Nueva York, EUA).

Resultados
Ensayo clinico
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En el control de la exposicién a FAdV-4, los signos clinicos comenzarona 2 dpc con depresion leve
en dos aves, y progresaron en todo el grupo con 13 aves afectadas a 3 dpc, tres de las cuales mostraban
depresion grave; a4 dpc habia nueve aves afectadas, y dos de ellas tuvieron que ser sacrificadas debido
a su incapacidad para moverse y alimentarse; a 5 dpc, tres aves seguian mostrando signos clinicos mas
leves (Tabla 3). En el control de la exposicidon a FAdV-11, solo un ave se vio afectada con depresion leve
a4 dpc. Entre los grupos vacunados, solo un individuo desafiado con FAdV-4 mostré signos de depresion
a 3 dpc. No se registraron signos clinicos en los grupos de sdlo vacuna y control con resultado negativo a
lo largo de todo el experimento. Los parametros registrados paralas aves sacrificadas a4 dpcseincluyeron
en los grupos de 5 dpc para analisis estadisticos.

Tabla 3. Signos clinicos diarios para cada grupo experimental en el periodo de tiempo posterior a la
exposicion. La cantidad de personas afectadas se indica entre paréntesis. No se registraron signos clinicos

antes del 2 dpc y después del 5 dpc.

Puntuaciones clinicas

Gruno Designacion
Grupo 'ghact 2 dpc 3 dpc 4 dpc 5 dpc
| solo vacuna -2 - - -
Il vacuna frente al FAdV-4 - depresion _ _
(n=1)
M vacuna frente al FAd\/-11 - - - -
depresién depresién depresién depresion
leve leve leve leve
(n=2) (ne9) (n=5) (n=2)
depresion depresion depresion
- _ (n=2) (n=1)
v Control de exposicion FAdV-4 (n=1) grave
depresion,
Depresiéon ave incapaz
grave de pararse o
(n=3) tomar
alimento
(n=2)"
depresién
V Control de exposicion FAdV-11 - - leve -
(h=1)

Vi control negativo - - - -

2sin signos clinicos observados
*las aves se sometieron a eutanasia

La proporcion media del peso corporal (BW, por sus siglas en inglés)-higado aumento
significativamente de 3 a 7 dpc para el control de exposicién a FAdV-4 en comparacién con el control con
resultado negativo,y de 3 a 5 dpc para la vacuna frente al grupo FAdV-4, mientras que la proporcion del
bazo-BW permanecié afectada hasta 7 dpc en ambos grupos (Figura 9A, 10B). El control de prueba de la
exposicion a FAdV-4 también mostré una disminucion significativa en la proporcion érgano:BW de la bolsa
de Fabricio, en comparacion con el control con resultado negativo, a 3y 5 dpc, y de la proporcién timo-BW
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a 5y 7 dpc, a diferencia del respectivo grupo vacunado (Figura 9C, 10D). EI control de la exposicion a
FAdV-11 mostré un aumento significativo de la relaciéon higado-BW a3y 7 dpc, y de la proporcién bazo-
BW de 3 a 7 dpc, mientras que el grupo de vacuna respecto a FAdV-11 solo mostré una afeccion
significativa de la proporcion bazo-BW a 5 dpc.
AST en plasma

La AST plasmatica aumenté significativamente en comparacién con el control con resultado
negativode 3a 7 dpc para el control de la exposicién a FAdV-4,y de 3 a 5 dpc para la vacuna frente al
grupo de FAdV-4, aunque los valores de las aves vacunadas fueron significativamente mas bajos en
comparacion con el control de la exposicion a FAdV-4 en estos puntos de tiempo (Figura 10). A7 dpc, €l
control de laexposicién a FAdV-11 aumenté significativamente en comparacion con el control con resultado
negativo, mientras que la vacuna frente al grupo de FAdV-11 aumenté significativamente a 14 dpc.
Carga viral en 6rganos blanco

Dentro del sistema FAdV-4,lacargaviralmediade las aves vacunadas fue de manera considerable
menor que el control de exposicion en el higado a 5dpc, en el bazo a3 dpc y enla bolsa de Fabricio en
ambos puntos temporales (Figura 11). No se registraron diferencias significativas en los 6rganos analizados
entre los grupos infectados con FAdV-11 en ningiin momento. A 14 dpc fue posible detectar ADN viral
exclusivamente en el bazo de aves de grupos infectados con FAdV-4.
Respuesta a los anticuerpos: ELISA y VNT

El valor del umbral de corte para ELISA crecFib-4/11 se calculé en OD 0.12. A los 14 dias de edad
(7 dpb),la DO media de la totalidad de las aves vacunadas (n = 60) fue DO 0.48+0.48, conel 81.7 %
(49/60) de las aves por encima del limite (Figura 12). El dia antes de la exposicién (21 dias de edad, 14
dpb), el valor medio de OD de las aves vacunadas aumento hasta 2,43+0,87, estando todas las aves por
encimadellimite. Las aves inyectadas con adyuvante (n = 40) tuvieron valores mediosde OD de 0.07+0.03
y 0.05+0.01 alos 14 y 21 dias de edad, respectivamente. La OD media del grupo de vacuna sola sufrié una
disminucion a 3 dpc (1.70+1.09) antes de aumentar continuamente a lo largo del experimento, alcanzando
OD 3.46+0.01 alos 36 dias de edad (29 dpb). Después de la exposicion, la DO media de la vacuna frente
al grupo FAdV-4 se elevo a 3.09+0.42 a 3 dpcy alcanzo el extremo mas alto de los valores cuantificables
a 5 dpc (3.3210.28), permaneciendo luego constante en su meseta hasta el final del experimento. En
comparacion, se observo un fuerte aumento en los anticuerpos medidos por ELISA en las aves control de
la exposiciéna FAdV-4 de 5 a 14 dpc (OD media de 0.25+0.15 a 2.57+£0.44), aunque permanecieron mas
bajos que el grupo vacunado. Las aves vacunadas expuestas a FAdV-11 también lograron rapidamente la
mesetadespuésde lainfeccion (OD media 3.24+0.13a3dpc a3.39+0.13a 14 dpc), mientras que el control
dela exposicion aFAdV-11 mostro bajos niveles de desarrollo de anticuerpos (picoa 14 dpc con OD media
0.28+0.13). Los sueros de las aves control con resultado negativo permanecieron por debajo del valor de
corte durante todo el experimento.

El dia anterior a la exposicion, solo cuatro aves vacunadas mostraron algun grado de nAb contra
FAdV-11, una de ellas reacciond tanto contra la vacuna como contra la cepa de la exposicion (titulos: 3y
8 logz respectivamente), uno solo contra la cepa de vacuna (titulos: 5 log2), y dos contra la cepa de
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exposicion (titulos: 3y 9logy) (Figura 13). Por el contrario, no hubo actividad neutralizante contra ninguna
de las cepas de FAdV-4, y el grupo de vacuna sola no vio desarrollo de nAb en ninguno de los puntos de
tiempo probados. El aumento de nAb contra FAdV-4 comenzo después de la exposicion en las aves
infectadas, con el grupo vacunado y el control de la exposicién mostrando valores similares contra la cepa
de la exposicion (titulo medio: 5.07+2.09 109, respecto a 4.57+1.83 log. a 5 dpc, y 7.56+1.51 log: respecto
a6.90+0.99log.a7dpc)ylacepadevacuna(2.53+2.56 log.respectoa 3.64+2.37log.a5dpc, y 6.67+1.87
logz respecto a 6.10+£0.99 logz> a 7 dpc). Los grupos experimentales infectados con FAdV-11 mostraron un
patron similar contra la cepa de exposicion, aunque las titulaciones en las aves vacunadas fueron
ligeramente mas bajas que en el control de exposicion (media: 3.79+2.78 logz respecto a 5.36+2.68logz a
5dpc,y 5.90+£1.10 log2 respecto a 7.00+1.63 logza 7 dpc), y los titulos medios fueron generalmente mas
bajos contralacepadevacuna (0.294£1.07 logzrespectoa2.80+2.10logza5dpc,y 0.50+1.29 logz respecto
a 2.30+2.11log2a 7 dpc). Curiosamente, un pequefio numero de aves vacunadas que se infectaron con
FAdV-4 desarrollaron nAb contra FAdV-11 después de la exposicion, con tres individuos que mostraron
nAb contraambas cepasy uno solo contralacepadelavacunaentre 5y 7 dpc.Losdatos sobre la cantidad
de individuos que exhiben nAbs para cada grupo se muestran en la Figura 13.

Conclusiones

La vacuna con proteina de fibra quimérica crecFib-4/11 fue capaz de prevenir los signos clinicos
tras la infeccion por FAdV-4 en todas las aves inmunizadas, excepto una, a diferencia del control de la
exposicion, donde varias aves se vieron afectadas en varios momentos, incluida la depresion grave que
condujo a la eutanasia de dos individuos. A pesar de que la hepatomegalia estaba presente en ambos
grupos infectados con FAdV-4 en la fase temprana de la infeccidn, el grupo vacunado experimentd una
recuperacion mas rapida una semana después de la exposicion. Esta tendencia se reflejo en los analisis
de AST plasmatica, otro indicador de la salud hepatica, asi como en la caida significativa de la carga viral
en el higado de las aves vacunadas en comparacion con el control de la exposicién a FAdV-4 en el mismo
periodo de tiempo. Por el contrario, la esplenomegalia se registrd tanto en aves vacunadas como no
vacunadas; sin embargo, al considerar este parametro, se debe tener en cuenta el doble papel del bazo
como o6rgano linfoide y objetivo de la infeccion, ya que la magnitud de la respuesta inmune puede haber
jugado un papel en influir en el tamafo esplénico de las aves vacunadas. De hecho, |la carga viral en el
bazo fue generalmente menor en el grupo vacunado. Ademas, la vacuna previno la atrofia causada por
HHS de otros 6rganos linfoides importantes, como el timo y la bolsa de Fabricio, posiblemente al limitar la
propagacion viral, respaldada por una carga viral significativamente menor en la bolsa del grupo vacunado
en comparacion con el control de la exposicion a FAdV-4.

Lainfecciénpor IBH con FAdV-11 tuvo en general un efecto mas leve que el HHS. Solo un ave del
control de la exposicion, entre todas las infectadas con FAdV-11, mostré signos de depresion leve. Sin
embargo, el efecto perjudicial del virus fue evidente con un aumento significativo de la proporcion higado y
bazo-BW en el grupo control de la exposicion, ocasionalmente emparejado con un aumento patolégico de
AST, un dafo que fue prevenido consistentemente por la vacuna crecFib-4/11, con la Unica excepcion de
esplenomegalia observada en el grupo vacunado a 5 dpc.
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La proteccion clinica proporcionada por crecFib-4/11 contra HHS e IBH se relacioné con la
induccion de niveles altos y uniformes de anticuerpos sistémicos contra el antigeno de vacunacion medido
con ELISA de fibra interno inmediatamente antes de la exposicion, y todas las aves vacunadas
desarrollaron valores de OD por encima del limite calculado. Los niveles generales de ambos grupos
vacunados/expuestos alcanzaron el extremo mas alto de los valores cuantificables justo después de la
exposicion y se estabilizaron hasta el final del experimento. La inclusion de un grupo de sd6lo vacuna
permitié monitorear el desarrollo de anticuerpos durante todo el periodo de tiempo y mostrd que los
anticuerpos medidos por ELISA de aves vacunadas/no expuestas se superponian con los valores de los
grupos vacunados/expuestos, lo que confirma que dicha respuesta humoral eficiente no se debio
necesariamente al efecto de refuerzo con el virus vivo. De hecho, los anticuerpos dirigidos contra crecFib-
4/11 nunca alcanzaron los OD cuantificables mas altos en los controles de la exposicion. Sin embargo, se
observo una falta constante de anticuerpos neutralizantes (nAb) en los grupos vacunados antes de la
exposicion, ya que un numero muy pequefio de aves exhibidé neutralizacidon contra FAdV-11 y ninguna
contra FAdV-4. La neutralizacién contra FAdV-11 también aparecié en algunas aves vacunadas después
de la infeccion con FAdV-4, lo que indica un retraso en el desarrollo de nAbs de la vacuna o un posible
efecto de refuerzo del virus. Por el contrario, las aves control de la exposicion mostraron consistentemente
actividad neutralizante contra el virus de infeccion respectivo después de la exposicion, y todos los
individuos sobrevivientes exhibieron nAb una semana después de la infeccion.

En conjunto, la vacunacién de subunidades con crecFib-4/11 protegio a los pollos de los signos
clinicos y el resultado grave de HHS, mientras que al mismo tiempo limitd la afeccion patologica tanto de
HHS como de IBH. Por lo tanto, se confirmd nuevamente que las fibras quiméricas representan una
estrategia de proteccion eficiente para proporcionar una amplia cobertura contra FAdV, no solo a nivel
heterotipico, como se demostro previamente en el Ejemplo 1, sinotambiénatravés del limite de la especie.
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