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DESCRIPCION
Medios y métodos para distinguir el FECV y el FIPV

La invencion se refiere al campo del diagnostico veterinario, mas especificamente la invencion se refiere al campo de los
coronavirus felinos y a la identificacion de los mismos.

Los coronavirus felinos (FCoVs) son patdgenos comunes de Félidos domésticos y no domésticos, que incluyen pero sin
limitarse a gatos, leones, tigres, leopardos, jaguares, linces, caracales, guepardos, pumas y servales. En entornos con
varios gatos domésticos se alcanza hasta el 90% de seropositividad a FCoV. Los FCoV se relacionan estrechamente con el
coronavirus canino (CCoV) y el virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV) de los cerdos. Existen dos serotipos, | y II, de
FCoV de los cuales predomina el serotipo |, con un 80-95% de las infecciones FCoV. El tipo Il FCoV presumiblemente
resulta de la recombinacion de ARN en animales que se infectan doblemente por el FCoV serotipo | y el CCoV, durante la
cual un gen de la espicula del CCoV o parte del mismo se incorpora en el genoma del FCoV, al parecer un evento que
ocurre con poca frecuencia. El coronavirus entérico felino (FECV) es el patotipo mas comun de FCoV, tanto para el serotipo
| como para el serotipo Il. El FECV se limita principalmente a los intestinos, se propaga a través de la via oral-fecal, y es
altamente contagioso. La infeccion por FECV generalmente ocurre de manera no aparente; a veces, sin embargo, provoca
sintomas tales como enteritis leve (Haijema y otros, 2007).

En la década de 1970 la peritonitis infecciosa felina (FIP), una enfermedad (entonces) poco frecuente pero grave en los
gatos, se informé que la causa un coronavirus felino, que se llamé virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV).
Contrariamente al FECV, el FIPV es altamente virulento. La infeccion por FIPV puede ser granulomatosa (en seco) o efusiva
(himeda) y es una enfermedad progresiva y generalmente fatal. Los sintomas de la FIP incluyen retraso del crecimiento en
gatos jovenes, cojera, fluctuacion de la fiebre, inapetencia y pérdida de peso lo que resulta en la muerte (Pedersen 2009).
Una desregulacion dramética del sistema inmune adaptativo acompafia la progresion de la FIP como se demuestra por la
hipergammaglobulinemia y el agotamiento de células T linfoides y periféricas (Haijema y otros, 2007). Mientras que el FECV
se limita al intestino, el FIPV es capaz de infectar - y replicarse en - monocitos y macréfagos lo que causa una enfermedad
sistémica con afectacion de mdltiples 6rganos.

Existen dos teorias predominantes sobre el origen del FIPV. De acuerdo con la "hipétesis de la mutacion”, el FIPV se origina
a partir del FECV por mutacion de novo en felinos infectados lo que resulta en un virus FIP altamente virulento. La mutacién
que dio lugar al FIPV no se identific6 pero se ha propuesto que ocurre en los genes no estructurales 3c, 7a o 7b (véase la
figura 1), que codifican proteinas con funcién desconocida (Vennema y otros, 1998, Polonia y otros, 1996, Kennedy y otros,
2001, Pedersen 2009). Por lo tanto se cree que una mutacion en el gen 3c, 7a 0o 7b o una combinaciéon de mutaciones en
estos genes altera las propiedades biolégicas del virus lo que permite que el coronavirus entérico infecte monocitos y
macréfagos con lo que extiende de esta manera la infeccion a los érganos y causa FIP (Pedersen 2009): la transicion de
FECV a FIPV. La hipotesis de la mutacion no se demostr6 formalmente.

De acuerdo con otra teoria, dos cepas distintas de FECV circulan en poblaciones naturales, una cepa virulenta y una no
virulenta, y sélo los felinos que se infectan por la cepa virulenta desarrollaran FIP (Brown y otros, 2009). Brown y otros
(2009) aislaron secuencias virales de gatos que sufrian de FIP, y de gatos asintométicos (sanos) pero infectados con FECV.
Mediante el uso de analisis filogenéticos se encontraron con que secuencias virales distintas estan presentes en gatos
enfermos y gatos sanos. Dye y Siddell (2007) compararon las secuencias virales de coronavirus felinos aislados del yeyuno
y del higado de un gato que sufria de FIP. De acuerdo con la teoria de la mutacién, el FECV se limita a los intestinos,
mientras que el FIPV, que es capaz de infectar a macr6fagos y monocitos, esta presente en el higado. Sin embargo, Dye y
Siddell encontraron 100% de identidad de nucle6tidos y asi cuestionaron la hipétesis de la mutacién segin el cual el
coronavirus del higado es un coronavirus del yeyuno mutado. Ellos sugirieron que en los gatos que sufren de FIP la misma
cepa de coronavirus felino virulenta estaba presente tanto en el higado como en el yeyuno.

Anteriormente, los presentes inventores identificaron una serie de diferencias en la proteina de la espicula del FIPV 79-1146
y del coronavirus felino FECV 79-1683 adaptados a cultivo de tejidos (Rottier y otros, 2005). El FIPV 79-1146 contenia
varias mutaciones en el dominio C-terminal de la proteina de la espicula, el dominio S2. Sin embargo, el FECV 79-1683 y el
FIPV 79-1146 no son coronavirus felinos prototipicos y no son por lo tanto representativos para el FIPV y el FECV serotipo |
con que se infectan la mayoria de los gatos (Pedersen 2009). En primer lugar, los coronavirus felinos serotipo Il se originan
a partir de la recombinacién de ARN de coronavirus caninos y felinos y contienen la proteina de la espicula del coronavirus
canino. Las proteinas de la espicula de los coronavirus felinos y caninos tienen sélo aproximadamente un 45% de identidad
de secuencia de aminoacidos (Motokawa y otros, 1996). En segundo lugar, el FECV 79-1683 y el FIPV 79-1146 son
adaptados a cultivo de tejidos de lineas celulares que no sean macrofagos. Debido a que el FIPV infecta monocitos y
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macraéfagos in vivo, el tropismo de estas cepas de laboratorio difiere de los coronavirus felinos prototipicos. En tercer lugar,
el FIPV 79-1146, a diferencia del FIPV serotipo | que infecta monocitos y macréfagos, es excepcionalmente virulento por
cada via comun de infeccion (Pedersen 2009). En cuarto lugar, el FECV 79-1683 no puede calificarse como un verdadero
FECV como se argumentd extensamente por Pedersen en su reciente revision (Pedersen, 2009). En particular, el FECV 79-
1.683 carece de la mayoria del gen 7b, que esta presente en las cepas de FECV no adaptadas a cultivo de tejidos y tiene
una mutacion deletérea en su gen 3c, lo que indica que puede tener su origen a partir de un FIPV.

La infeccidén por coronavirus felinos se demuestra generalmente por la presencia de anticuerpos en la sangre. No existe un
tratamiento o vacuna eficaz para la infeccion por FIPV. Los gatos que desarrollan FIP mueren en cuestion de dias o
semanas - en el caso de FIP efusiva - 0 meses, en el caso de la FIP seca o granulomatosa. La solicitud de patente japonesa
JP 7 327683 describe una proteina de la espicula del FIPV tipo 1, que contiene una leucina en la posicion 1049, y su uso
para la preparacion de una vacuna. Una vacuna disponible comercialmente que consiste en un mutante de una cepa de
FIPV sensible a la temperatura no demostré convincentemente su eficacia protectora en una serie de estudios de
inmunizacion (McArdle y otros, 1995; Fehr y otros, 1997). Ademas, hasta la fecha no existe ninguna prueba de diagnéstico
para discriminar entre FECV y FIPV, aunque WO 94/13836 y WO 95/08575 describen anticuerpos monoclonales que son
reactivos con FIP pero no con FECV.

WO 02/066686 describe un método para distinguir el FIPV del FECV, en donde el acido nucleico de la regién M de un
genoma de coronavirus se detecta en las células no entéricas de un gato.

Un factor adicional que complica la situacion es que el cuadro clinico de la FIP es muy variable y, como consecuencia, la
enfermedad no es facil de establecer de manera inequivoca. El diagnéstico es frecuentemente una presuncion, en base a
parametros anamnésicos, clinicos y no especificos de laboratorio. Debido a que no hay ninguna prueba de diagnéstico
especifica para el FIPV, frecuentemente tampoco es posible discriminar entre la FIP y otras enfermedades con sintomas
solapados. Tanto las pruebas de diagnéstico para y vacunas contra el FIPV son muy necesarias debido a la evolucién
progresiva y debilitante de la FIP.

Es un objetivo de la presente invencién proporcionar medios y métodos para distinguir el FIPV y el FECV.

Los presentes inventores encontraron que el FIPV alberga una alteracion especifica con relacion al FECV en la proteina de
la espicula en la posicion de aminoacido 1049 como se representa en la figura 2B.

La invencién por lo tanto proporciona un método para identificar el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV) que
comprende determinar la identidad de un aminoacido de una proteina de la espicula del coronavirus felino en una posicién
correspondiente a la posicion de aminoacido 1049 como se representa en la figura 2B, e identificar el coronavirus felino
como FIPV si la identidad del aminoacido que se determina es una leucina. De acuerdo con este método de la invencién, el
FECYV se identifica si la identidad del amino&cido que se determina es metionina.

Con la identificacion del FIPV o del FECV se entiende la identificacién de un coronavirus felino tipo virulento (FIPV) o un
avirulento (FECV). La identificacion se llevo a cabo mediante la determinacion de identidad de un amino&cido y/o secuencia
de &cido nucleico de dicho coronavirus felino.

Una secuencia de &cido nucleico de coronavirus felino comprende una cadena de nucleétidos, preferentemente ADN(c) o
ARN, que es parte de un coronavirus felino o que se obtiene de un coronavirus felino, ya sea directamente, o después de
procesamientos, tales como por ejemplo mediante el uso de PCR transcriptasa inversa, y/o amplificacion.

Una proteina de la espicula del coronavirus felino es una proteina de membrana del coronavirus felino que comprende un
ectodominio. La proteina de la espicula es una de las cuatro proteinas estructurales candnicas del coronavirus y es
responsable de la unién a y la entrada del virus en las células durante la infeccion.

El FIPV de las lesiones de los gatos con FIP patolégicamente confirmada se compard genéticamente con el FECV que se
obtuvo de gatos asintomaticos. Las lesiones tipicas de la FIP fueron lesiones (pio)granulomatosas que se presentaron en
diferentes 6rganos internos principalmente en bazo, higado, pulmén, rifién, o ganglios linfaticos mesentéricos. Debido a las
altas tasas de mutacion de los virus de ARN, se observaron numerosas diferencias entre secuencias del FECV y del FIPV
individuales. Sin embargo, en los 47 aislamientos de FECV en heces o plasma, el aminoacido en la posicion 1049 de la
proteina de la espicula como se representa en la figura 2B es una metionina, mientras que en 52 de los 54 aislamientos de
FIPV en lesiones se encontrd una alteracion del aminoacido en la posicién 1049 como se representa en la figura 2B que
resulta en una leucina en esta posicion. Mas tarde se descubri6é que cinco secuencias que se clasificaron como derivadas de
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gatos sanos derivaban en realidad de muestras de sangre de gatos con FIP confirmada (Q093501030_326B_4546.scf,
Q093501032_327B_4546.scf, Q093501036_321S_4546.scf, Q093501038_321A_4546.scf y Q093501046_K11_019.abl), lo
que significa que la identidad del amino&cido en una posicién correspondiente a la posicion 1049 como se representa en la
figura 2B se determind y demostrd ser metionina en 42, en lugar de 47, muestras de aislamientos en heces o plasma de
FECV de gatos sanos.

La secuencia de &cido nucleico que codifica la metionina en la posicién 1049 de la proteina de la espicula del FECV
corresponde al codon que comprende las posiciones de nucleétidos 3145, 3146 y/o 3147 del gen que codifica una proteina
de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A. La secuencia de nucleétidos que codifica la
metionina en la proteina de la espicula del FECV en la posicion 1049 como se representa en la figura 2A es adenina-timina-
guanina (a-t-g), que corresponde con la secuencia de adenina-uridina-guanina (a-u-g) en el ARN gendmico viral. Cualquier
sustitucion de al menos un nucleétido en este coddn de nucledtidos resulta en un aminoécido distinto de metionina en la
proteina de la espicula del FECV en la posicidon 1049 como se representa en la figura 2B. De acuerdo con la presente
invencion la secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos que se identifica en las posiciones de nucledtidos 3145, 3146 y/o
3147 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino, y la posicion del aminoacido 1049
respectivamente como se muestra en las figuras 2A y 2B se utiliza para discriminar entre FIPV y FECV. Con la presente
invencion por primera vez se identificé en FIPV y FECV prototipico serotipo | un polimorfismo del coronavirus felino que
permite distinguir entre FECV y FIPV.

Los presentes inventores encontraron ademas que una parte significativa del pequefio porcentaje de FIPV que no alberga la
alteracion especifica con relacion al FECV en la proteina de la espicula en el aminoacido 1049 como se muestra en la figura
2B, alberga una alteracion especifica con relacion al FECV en la proteina de la espicula en la posicién de aminoacido 1051
como se representa en la figura 2B. En estos casos, una serina en esta posicion parecia sustituirse. Asi, la alteracion
especifica en la posicion de aminoacido 1051 proporciona ademas un enfoque para identificar el FIPV.

La invencion por lo tanto también proporciona un método para la identificacion del virus de la peritonitis infecciosa felina
(FIPV) que comprende determinar la identidad de un aminoacido de una proteina de la espicula del coronavirus felino en
una posicién correspondiente a la posicién del aminoacido 1051 como se representa en la figura 2B, e identificar el
coronavirus felino como FIPV si la identidad del aminoacido que se determina es alanina. Ademas se proporciona un
método para determinar si el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV) esta presente en una muestra, que comprende
determinar si dicha muestra comprende un coronavirus felino, y si un coronavirus felino est4 presente determinar la
identidad de un aminoéacido en una proteina de la espicula de dicho coronavirus felino en una posicién correspondiente a la
posicion del aminoacido 1051 como se representa en la figura 2B, y determinar que el FIPV esta presente si dicho
amino&cido es alanina.

En un conjunto de 97 gatos con FIP patolégicamente confirmada, en 87 de 97 aislamientos de FIPV de lesiones una
alteracion del aminoacido en la posicién 1049 como se representa en la figura 2B esta presente lo que resultd en una
leucina en esta posicion. En cinco de los diez aislamientos de FIPV de lesiones en las que una metionina estaba presente
en la posicion 1049 como se representa en la figura 2B, una alteracion del aminoacido en la posicién 1051 como se
representa en la figura 2B estaba presente lo que resultd en una alanina en esta posicion. La secuencia de acido nucleico
gue codifica la serina en la posicién 1051 de la proteina de la espicula del FECV corresponde al codén que comprende las
posiciones de nucledtidos 3151, 3152 y 3153 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se
representa en la figura 2A. La serina se codifica por los codones de nucleétidos t/u-c-t/u, t/u-c-c, t/u-c-a, t/u-c-g, c-g-t/u y c-g-
c. Cualquier sustitucién de uno o mas nucle6tidos en este codén de nucleétidos que resulte en una secuencia de nucle6tidos
distinta de estos codones da como resultado un aminoacido distinto de serina en la proteina de la espicula del FECV en la
posicién 1051 como se representa en la figura 2B. De acuerdo con la presente invencion, la secuencia de nucleétidos y/o
aminoacidos que se identifica en cualquiera de las posiciones de nucleétidos 3151, 3152 y/o 3153 del gen que codifica una
proteina de la espicula del coronavirus felino, y/o en la posicion del aminoacido 1051 de la proteina de la Espicula
respectivamente, tal como se representa en las figuras 2A y 2B también se utiliza para discriminar entre FIPV y FECV. En
una modalidad que se prefiere, una alteracién de una serina en una posicion de aminoacido correspondiente a la posicion
1051 como se representa en la figura 2B es el resultado de una sustitucion de la timina nucleobase en una posicion
correspondiente a la posicién del nucleétido 3151 como se representa en la figura 2A con la guanina nicleobase.

En una modalidad, la identidad de aminoacidos en una proteina de la espicula de un coronavirus felino en posiciones
correspondientes a las posiciones de aminoacidos 1049 y 1051 como se representa en la figura 2B se determinan ambas. Si
se determina la identidad de estos dos aminoacidos, se obtiene una alta precision en la distincion de FIPV y FECV. En una
modalidad, se determina en una prueba la identidad de los aminoacidos en las posiciones 1049 y 1051 como se representa
en la figura 2B. Sin embargo, también es posible determinar la identidad de estos aminoacidos secuencialmente. Por
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ejemplo, se determina primero la identidad del amino&cido en una posicién que corresponde a la posicion 1049 como se
representa en la figura 2B. Si se detecta la presencia de una metionina en esta posicion, subsecuentemente la identidad del
amino&cido en una posicibn que corresponde a la posicion 1051 como se representa en la figura 2B se determina
preferentemente. Si se detecta la presencia de una leucina en esta posicion, la determinacion de la identidad del amino&cido
en una posicién correspondiente a la posicion 1051 como se representa en la figura 2B puede omitirse. Sin embargo, la
identidad del aminoé&cido en esta posicion podra también determinarse en ese caso.

Una secuencia de &cido nucleico del gen de la espicula (nucle6tidos 1-4407) del coronavirus felino que comprende los
nucle6tidos 20395-24801 como se define en la secuencia del numero de acceso del gen NC_012955 (Coronavirus felino
UU10, genoma completo) y los nucledtidos 20382-24788 como se define en la secuencia del nimero de acceso del gen
NC_012952 (Coronavirus felino UU8, genoma completo) se presenta en la figura 2A. Los nucle6tidos 20395-24801 de
NC_012955 codifican la proteina de la espicula del coronavirus felino (YP_003038574). Los nucleétidos 20382-24788 de
NC_012952 codifican la proteina de la espicula del coronavirus felino (YP_003038543). Por lo tanto, los nucleétidos 3145,
3146 y 3147 del gen que codifica la proteina de la espicula como se utiliza en toda de la descripcién y como se representa
en la figura 2A corresponden a los nucleétidos 23539, 23540 y 23541 del genoma completo como se define en la secuencia
de NC_012955 y/o los nucleétidos 23526, 23527 y 23528 del genoma completo como se define en la secuencia de
NC_012952. Los nucleétidos 3151, 3152 y 3153 del gen que codifica la proteina de la espicula como se utiliza en toda la
descripcién y como se representa en la figura 2A corresponden a los nucleétidos 23545, 23546 y 23547 del genoma
completo como se define en la secuencia de NC_012955 y/o los nucle6tidos 23532, 23533 y 23534 del genoma completo
como se define en la secuencia de NC_012952.

La secuencia de aminoacidos de una proteina de la espicula del felino coronavirus que se refiere a la numeracion de
aminoacidos que se define en las secuencias de YP_003038574 y YP_003038543 que son traducciones parciales de
NC_012955 y NC_012952 respectivamente se presentan en la figura 2B. La numeracion de las posiciones de aminoéacidos
tal como se utiliza en toda la descripcion se refiere a las posiciones de aminoacidos como se definen en YP_003038574 y/o
YP_003038543. Una persona experta es capaz de identificar las posiciones de nucleétidos y aminoacidos en cualquier
secuencia de coronavirus felino dada que corresponden a las posiciones de nucle6tidos 3145, 3146 y/o 3147 y la posicién
del aminoacido 1049 y las posiciones de nucleétidos 3151, 3152 y/o 3153 y la posicion del aminoacido 1051 como se
representa en la figura 2A o 2B, por ejemplo mediante la utilizacion de un programa de alineacién como "Align 2" o
"Bioconductor".

Los sintomas de la FIP incluyen por ejemplo la acumulacién de liquido ascitico en el abdomen (sélo en la FIP efusiva),
retraso en el crecimiento, falta de apetito, fiebre, pérdida de peso y diarrea. Como se indicd anteriormente en la presente
invencién, sintomas similares se observaron también con los gatos que sufrian de otras enfermedades, por lo que un
diagnostico inequivoco de la FIP es hasta ahora imposible. Ahora que un polimorfismo se identifico para la proteina de la
espicula del coronavirus felino que permite determinar la presencia de FIPV en una muestra se puede determinar si un
felino, por ejemplo un gato, sufre de FIP. Debido a que en la actualidad no existe ningun tratamiento para la FIP, y el curso
de la enfermedad es progresivo y debilitante lo que resulta inevitablemente en la muerte, se puede decidir la eutanasia a
dicho gato cuando se demuestra que el animal porta el FIPV. Adicionalmente; el duefio del gato o del criadero puede tomar
las medidas adecuadas para evitar la posible propagacion de la infeccion y/o reducir las condiciones predisponentes tales
como el estrés. Sin embargo, cuando el FIPV se demuestra que estid ausente en un gato, la peritonitis infecciosa felina
puede eliminarse como una posible causa de la enfermedad. Por lo tanto, en ese caso el gato no debe sacrificarse pero las
técnicas de diagnostico podrian continuarse y el animal podria ser provisto de tratamiento para la(s) enfermedad(es)
alternativa(s) posible(s) los sintomas de la cual se parecen a los de la FIP. Tal tratamiento puede por ejemplo ser un
tratamiento adicional para los sintomas o la aplicacién de antibiéticos para contrarrestar una posible causa bacteriana de la
enfermedad.

Se proporciona ademas por la invencion por lo tanto un método para determinar si el virus de la peritonitis infecciosa felina
(FIPV) esta presente en una muestra, que comprende preferentemente una muestra de un felino o de una sustancia que
estuvo en contacto con un felino, determinar si dicha muestra comprende un coronavirus felino y, si un coronavirus felino
esta presente, determinar la identidad de un aminoéacido en una proteina de la espicula de dicho coronavirus felino en una
posicion correspondiente a la posicion del aminoacido 1049 y/o 1051 como se representa en la figura 2B, y determinar que
el FIPV esta presente si dicho aminoacido en la posicién de aminoacido 1049 es la leucina y/o si dicho aminoéacido en la
posicion de aminoacido 1051 es alanina.

Una muestra que comprende un coronavirus entérico felino, virus de la peritonitis infecciosa felina, proteina (espicula) del
coronavirus felino o acido nucleico del coronavirus felino puede obtenerse de cualquier felino directa o indirectamente. Tal
muestra puede por ejemplo obtenerse a partir de cualquier tejido felino o fluido o producto de la excrecion. Los tejidos
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felinos, liquidos o productos de excrecion de los cuales se obtiene dicha muestra incluyen pero no se limitan a las lesiones
de la FIP, sangre, células blancas de la sangre, plasma sanguineo, suero de la sangre, saliva, ascitis, orina, heces, piel,
musculo, ganglios linfaticos e higado. Una muestra de acuerdo con la invencion que se obtiene indirectamente de un felino
puede comprender cualquier material que contenga tejidos felinos, fluido o productos de excrecion, tal como por ejemplo
suelo o arena para gatos. En una modalidad de la invencion que se prefiere se obtiene una muestra de una lesién de la FIP,
heces, sangre y/o ascitis. En una modalidad que se prefiere mas se obtiene una muestra de células blancas de la sangre.
Las muestras de sangre son relativamente faciles de obtener de un animal, y las células blancas de la sangre se aislan
facilmente a partir de una muestra de sangre subsecuentemente. Los presentes inventores encontraron que en 29 de 31
muestras de células blancas de la sangre que se obtuvieron a partir de gatos en las que una alteracion de amino&cido en
una posicién correspondiente a la posicion del aminoacido 1049 como se representa en la figura 2B se detect6 en una
muestra de lesion de la FIP, la alteracién de dicho acido amino también estaba presente en la muestra de células blancas de
la sangre. Asi, la deteccidén de una alteracién de un aminoécido se detecta con precision en muestras de glébulos blancos
de la sangre felinos.

Cuando se sospecha que un felino padece de una infeccién por coronavirus felino, un acido nucleico del coronavirus felino
que codifica una proteina de la espicula, de manera que el &cido nucleico comprende las posiciones de nuclettidos 3145,
3146 y/o 3147 y/o las posiciones de nucle6tidos 3151, 3152 y/o 3153 como se representa en la figura 2A se puede detectar
en una muestra de dicho felino. Una muestra de dicho felino puede comprender acido nucleico de coronavirus felino, o acido
nucleico aislado del coronavirus felino. Opcionalmente un acido nucleico de coronavirus felino que comprende las
posiciones de nucledtidos 3145, 3146 y/o 3147 y/o las posiciones de nucleétidos 3151, 3152 y/o 3153 del gen que codifica
una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A se amplifica antes de la deteccion. Una
muestra de acuerdo con la invencién puede comprender, ademas coronavirus felino o proteinas de coronavirus felino, lo que
incluye pero sin limitarse a la proteina de la espicula.

De acuerdo con la presente invencion la presencia de metionina en una posiciéon correspondiente a la posicion del
aminoacido 1049 de un coronavirus felino como se representa en la figura 2B es indicativa del FECV vy la presencia de
leucina en dicha posicién es indicativa del FIPV. La presencia de alanina en una posicion correspondiente a la posicion del
aminoacido 1051 de un coronavirus felino como se representa en la figura 2B es indicativa del FIPV.

La presencia de la nucleobase adenina (a) en una posicion correspondiente a la posicion del nucleétido 3145 del gen que
codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A, la nucleobase timina (t) en
una posicién correspondiente a la posicién del nucleétido 3146 del gen que codifica una proteina de la espicula del
coronavirus felino como se representa en la figura 2A y la nucleobase guanina (g) en la posicién correspondiente a la
posicion del nucledtido 3147 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en
la figura 2A es indicativa de FECV y la presencia de cualquier nucleobase distinta de adenina (a) en una posicion
correspondiente a la posicion del nucleétido 3145 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino
como se representa en la figura 2A, y/o cualquier otra nucleobase distinta de timina (t) en una posicidn correspondiente a la
posicion del nucle6tido 3146 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en
la figura 2A y/o cualquier otra nucleobase distinta de guanina (g) en la posicion correspondiente a la posicion del nucleétido
3147 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A es indicativa
de FIPV. Asi, la presencia de la nucleobase timina (t), y/o citosina (c), y/o guanina (g) en una posicioén correspondiente a la
posicion del nucledtido 3145 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en
la figura 2A, y/o de la nucleobase adenina (a), y/o citosina (c), y/o guanina (g) en una posicién correspondiente a la posicion
del nucledtido 3146 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura
2A, ylo de la nucleobase adenina (a), y/o timina (t), y/o citosina (c) en una posicidn correspondiente a la posicion del
nucle6tido 3147 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A
es indicativa de FIPV. El coronavirus felino es un virus de ARN. Por lo tanto, cuando un nucleétido se identifica en la
presente invencidon como timina, un uracilo se abarca también por dicho término, como se conoce por una persona experta.

Por lo tanto, la invencién proporciona un método de acuerdo con la invencion, en donde la identidad del aminoéacido en la
posicion 1049 se determina mediante la determinaciéon de una secuencia de &cido nucleico de un &cido nucleico de
coronavirus felino que codifica una proteina de la espicula, comprendiendo dicho acido nucleico un nucleétido en, o
correspondiente a, la posicion 3145, 3146 y/o 3147 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino
como se representa en la figura 2A. En una modalidad que se prefiere, una citosina o timina o guanina en una posicion
correspondiente a la posicion del nucleétido 3145 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino
como se representa en la figura 2A es indicativa del FIPV, y una adenina en una posicion correspondiente a la posicién del
nucleétido 3145 de la gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A
es indicativa del FECV. La invencién proporciona ademéas un método de acuerdo con la invencion, en donde la identidad del
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aminoécido en la posicion 1051 se determina mediante la determinacién de una secuencia de acido nucleico de un acido
nucleico del coronavirus felino que codifica una proteina de la espicula, comprendiendo dicho &cido nucleico un nucleétido
en, o correspondiente a, la posicién 3151, 3152 y/o 3153 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus
felino como se representa en la figura 2A.

Los coronavirus son virus de ARN. El ARN viral puede aislarse y procesarse con los métodos que se conocen en la técnica.
Por ejemplo, las muestras de ARN se pueden recién preparar a partir de células o tejidos en el momento de la cosecha, o se
pueden preparar a partir de muestras que se almacenan a -70 °C hasta su procesamiento para la preparacion de la muestra.
Alternativamente, muestras de células o tejidos pueden almacenarse bajo condiciones que preserven la calidad del ARN.
Ejemplos de estas condiciones conservantes son la fijacion mediante la utilizacion por ejemplo de formalina, inhibidores de
RNasa tales como RNasin (Pharmingen) o RNasecure (Ambion), disoluciones acuosas tales como RNAlater (Assuragen),
Efecto de Proteccién con Solvente Organico (HOPE) mediado por tampén Acido glutamico-Hepes, y RCL2 (Alphelys), y
disoluciones no acuosas tales como Fijador Molecular Universal (Sakura Finetek EE.UU. Inc.). EI ARN puede por ejemplo
aislarse de acuerdo con el método de Chomczynski y Sacchi (1987) o el método de Boom y otros (1990), o sistemas
comercialmente disponibles (tales como el estuche de aislamiento de ARN total RNeasy de QIAGEN, Alemania o el High-
Pure-RNA-Isolation-Kit® de Roche Diagnostics, Basilea, Suiza). Alternativamente, o adicionalmente, el ARN se transcribe
inversamente en ADNCc. La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) se realiza por ejemplo
mediante la utilizacion de iniciadores especificos que se hibridan a una secuencia de ARN de interés y una enzima
transcriptasa inversa. Ademas, la RT-PCR se puede realizar con iniciadores aleatorios, tales como por ejemplo hexameros o
decameros aleatorios que se hibridan al azar a lo largo del ARN, u oligo d(T) que se hibrida con la cola poli(A) del ARNm, y
la enzima transcriptasa inversa.

La amplificacién de nucleétidos derivados de coronavirus felino, ya sea directamente o después de RT-PCR se puede
realizar mediante la utilizacién de cualquier método de amplificacion de acido nucleico, tal como la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR; Mullis y Faloona, 1987) o mediante el uso de reacciones de amplificacion tales como Reaccion en
Cadena de la Ligasa (LCR; Barany, 1991), Replicacion de Secuencia Auto-Sostenida (3SR; Guatelli y otros, 1990),
Amplificacién por Desplazamiento de Cadena (SDA;. Walker y otros, 1992), Sistema de Amplificacion Transcripcional (TAS;
Kwoh vy otros, 1989), Q-Beta Replicasa (Lizardi y otros, 1988), Amplificacién por Circulo Rodante (RCA; patente de los
EE.UU. nam. 5,871,921), Amplificacién Basada en en Acido Nucleico (NASBA; Compton, 1991), Polimorfismo de Longitud
de Fragmentos de Clivasa ( patente de los EE.UU. nim. 5,719,028), Amplificacién de Acido Nucleico iniciada por Iniciadores
Quimérica e Isotermal (ICAN), Método de Amplificacion Ramificacién-extensiéon (RAM; patente de los EE.UU. nam.
5,719,028 y 5,942,391) u otros métodos adecuados para la amplificacion de acidos nucleicos.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término "acido nucleico” o "molécula de &cido nucleico" comprende una
cadena de nucleotidos, preferentemente de ADN y/o ARN.

El término "iniciador" tal como se utiliza en la presente invencion se refiere a un oligonucle6tido que es capaz de hibridar con
el objetivo de amplificacion lo que permite a una ADN polimerasa adherirse, sirviendo de esta manera como un punto de
iniciacion de la sintesis de ADN cuando se coloca en condiciones en las que se induce la sintesis del producto de extension
del iniciador, es decir, en presencia de nucleétidos y un agente para la polimerizacion tal como la ADN polimerasa y a una
temperatura adecuada. Un iniciador de la amplificacion es preferentemente de cadena simple para una méxima eficiencia en
la amplificacion. Preferentemente, un iniciador es un oligodesoxirribonucle6tido. Un iniciador debe ser suficientemente largo
para iniciar la sintesis de productos de extension en presencia del agente para la polimerizacion. Las longitudes exactas de
los iniciadores dependeran de muchos factores, lo que incluye la temperatura y la composicioén (contenido de A/T en G/C)
del iniciador. Un par iniciador consiste en un iniciador directo y uno inverso tal como se utiliza comdnmente en la materia de
la amplificacion de ADN tal como en la amplificacion por PCR.

El término "sonda" se refiere a una secuencia de oligonucleétido de cadena simple que reconocera y formar un diplex con
enlaces de hidrégeno con una secuencia complementaria en un analito secuencia de acido nucleico objetivo o su derivado
de ADNc. Para facilitar la deteccion de la unién, una sonda especifica de deteccién del amplicon puede comprender una
porcion de etiquetado tal como un fluoréforo, un croméforo, una enzima o una radio-etiqueta, a fin de facilitar el seguimiento
de la union de las sondas al producto de reaccion de la reaccion de amplificacion. Tales etiquetas se conocen bien por los
expertos en la materia e incluyen, por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC), [beta]-galactosidasa, peroxidasa de
réabano picante, estreptavidina, biotina, digoxigenina, <35>S, <14>C, <32>P y <125>|.

Un iniciador o sonda de acuerdo con la invencion comprende una secuencia de &cido nucleico, preferentemente ADN y/o
ARN. Dicha secuencia de &cido nucleico abarca ademas otros tipos de estructuras de acido nucleico tales como por ejemplo
una hélice de ADN/ARN, acido nucleico peptidico (PNA), y/o acido nucleico bloqueado (LNA). Por lo tanto, el término
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"secuencia de acido nucleico" abarca ademas una cadena que comprende los nucleétidos no naturales, nucle6tidos
modificados y/o bloques estructurales no nucleétidicos que exhiben la misma funcién que los nucleétidos naturales.

La hibridacion se conoce en la materia y se refiere a la combinacion de acidos nucleicos complementarios, de cadena
sencilla, preferentemente en condiciones rigurosas. El término "complementario”, o "secuencia complementaria” se conoce
ademas en la materia y se refiere a dos cadenas de &cidos nucleicos que pueden conectarse de forma no covalente por
apareamiento de bases. Como se utiliza en la presente invencién, "complementario” o "sustancialmente complementario"
significa que dos secuencias de acido nucleicos tienen al menos aproximadamente 70%, preferentemente aproximadamente
80%, mas preferentemente 90%, y mas preferentemente aproximadamente 95%, de complementariedad de secuencias
entre si. Esto significa que los iniciadores y sondas deben exhibir suficiente complementariedad con su molde y con su acido
nucleico objetivo, respectivamente, para hibridarse en condiciones rigurosas. Por lo tanto, las secuencias del iniciador y de
la sonda no necesitan reflejar la secuencia complementaria exacta de la regién de unién en el molde y se pueden utilizar
iniciadores degenerados. Por ejemplo, un fragmento nucleotidico no complementario puede unirse al extremo 5 'del
iniciador, con el resto de la secuencia del iniciador siendo complementario a la cadena.

El término "condiciones rigurosas" se refiere a las condiciones de hibridacion que afectan la estabilidad de los hibridos, por
ejemplo, temperatura, concentracion de sal, pH, concentracién de formamida y similares. Estas condiciones se optimizan
empiricamente para maximizar la unién especifica y minimizar la unién no especifica del iniciador o sonda con su secuencia
de acido nucleico objetivo. El término tal como se utiliza incluye la referencia a las condiciones bajo las cuales una sonda o
iniciador se hibridara con su secuencia objetivo, en un grado detectablemente mayor que con otras secuencias (por ejemplo
al menos 2 veces respecto al fondo). Las condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y seran diferentes en
diferentes circunstancias.

El término "% de identidad de secuencia" se define en la presente invencion como el porcentaje de residuos en una
secuencia de aminoacidos candidata o secuencia de éacido nucleico candidata que es idéntica a los residuos en una
secuencia de referencia después de alinear las dos secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo
porcentaje de identidad. Los métodos y programas de ordenador para el alineamiento se conocen bien en la materia. Un
programa de computadora que puede utilizarse o adaptarse a los efectos de determinar si una secuencia candidata cae
dentro de esta definicion es "Align 2", cuya autoria es de Genentech, Inc., que se present6 con la documentacion del usuario
en la Oficina de Derechos de Autor de Estados Unidos, Washington, DC 20559, el 10 de diciembre de 1991, o el Paquete
UWGCG que proporciona el programa BESTFIT (Devereux y otros, 1984).

Un acido nucleico del coronavirus felino que comprende un nucleétido correspondiente a la posicion de nucleétido 3145,
3146 o 3147 ylo a las posiciones de nucleétidos 3151, 3152 o 3153 del gen que codifica una proteina de la espicula del
coronavirus felino como se representa en la figura 2A puede amplificarse mediante la utilizacién de iniciadores que son
capaces de hibridarse a por lo menos parte de dicha secuencia de acido nucleico del coronavirus felino. Dichos iniciadores,
por ejemplo hibridan con la secuencia de acido nucleico del coronavirus felino que codifica una proteina de la espicula entre
una posicion correspondiente a la posicion del nucle6tido 3055 y una posicion correspondiente a la posicién del nucleétido
3669 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A. Dichos
iniciadores tienen preferentemente una longitud de entre 9 y 50 nucledétidos, por ejemplo 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30 o 31 nucledtidos. El producto de acido nucleico que se obtiene con un método de amplificaciéon
mediante la utilizacion de dichos iniciadores comprende preferentemente al menos 35 nucledtidos, mas preferentemente al
menos 40 nucledtidos, incluso mas preferentemente al menos 50 nucleétidos.

Por lo tanto, la invencion proporciona un método de acuerdo con la invencion, que comprende ademas amplificar al menos
una parte de una molécula de acido nucleico del coronavirus felino que comprende una regién que incluye, o que
corresponde a, la posicién de nucledtido 3145, 3146 y 3147 y/o a la posicién de nucleétido 3151, 3152 y 3153 del gen que
codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A mediante la utilizacion de al
menos un iniciador que es capaz de hibridarse a por lo menos parte de dicha secuencia de &cido nucleico entre una
posicion correspondiente a la posicién del nucleétido 3055 y una posicioén de correspondiente a la posicion del nucleétido
3669 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A.

Un par iniciador que se prefiere para utilizar en un método de acuerdo con la invencién comprende un iniciador que tiene al
menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico 5-CCCTCGAGTCCCGCAGAAACCATACCTA-3',
con la maxima preferencia al menos 95% de identidad de secuencia con dicha secuencia de &cido nucleico, y un iniciador
que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico 5'-CAATATTACAATGGCATAATGG-
3', con la maxima preferencia al menos 95% de identidad de secuencia con dicha secuencia de acido nucleico. Otro par
iniciador que se prefiere para utilizar en un método de acuerdo con la invencién comprende un iniciador que tiene al menos
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90% de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico 5'-GGCATAATGGTTTTACCTGGTG-3', con la maxima
preferencia al menos 95% de identidad de secuencia con dicha secuencia de &cido nucleico, y un iniciador que tiene al
menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico 5-TAATTAAGCCTCGCCTGCACTT-3', con la
méxima preferencia al menos 95% de identidad de secuencia con dicha secuencia de &cido nucleico.

En una modalidad un par iniciador de acuerdo con la invencion comprende una combinacion de una secuencia de acido
nucleico 5'-CCCTCGAGTCCCGCAGAAACCATACCTA-3' y una secuencia de acido nucleico 5'-
CAATATTACAATGGCATAATGG-3', o0 una combinacibn de una secuencia de 4cido nucleico 5%
GGCATAATGGTTTTACCTGGTG-3'y una secuencia de acido nucleico 5-TAATTAAGCCTCGCCTGCACTT-3'.

En una modalidad de la invencion, los pares iniciadores que se indicaron anteriormente se utilizan en una reaccion de PCR
anidada. En una reaccion en cadena de la polimerasa anidada dos pares iniciadores se utilizan en reacciones de PCR
sucesivas. El segundo par iniciador se utiliza para amplificar un producto de &cido nucleico o parte del mismo que se obtiene
en la reaccion de amplificacién mediante la utilizacién del primer par iniciador. Por lo tanto, en una modalidad al menos parte
de un &cido nucleico amplificado, que se amplific6 mediante la utilizacion de un primer par iniciador, se amplifica
adicionalmente mediante la utilizacion de un segundo par iniciador. Un primer par iniciador de acuerdo con la invencion
comprende, por ejemplo, un iniciador que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico
5'-CCCTCGAGTCCCGCAGAAACCATACCTA-3' y un iniciador que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la
secuencia de &cido nucleico 5-CAATATTACAATGGCATAATGG-3', y un segundo par iniciador de acuerdo con la invencion
comprende, por ejemplo, un iniciador que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico
5'-GGCATAATGGTTTTACCTGGTG3" y un iniciador que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia
de &cido nucleico 5-TAATTAAGCCTCGCCTGCACTT3"-.

Se proporciona ademas por la invencion el uso de un par iniciador de acuerdo con la invencién, preferentemente para la
identificacion del coronavirus felino entérico (FECV) o el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV), y/o para determinar la
presencia de FIPV o la peritonitis infecciosa felina (FIP) en un animal sospechoso de padecer una infeccion por coronavirus
felino.

La identidad de un nucleétido en la posicion 3145, 3146 y/o 3147 y/o el nucledtido en la posicion 3151, 3152 y/o 3153 del
gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino se puede determinar por cualquier método que se
conozca en la materia. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a oligonucleétidos especificos de alelo (ASO),
secuenciacién de una secuencia de acido nucleico (por ejemplo sistema de minisecuenciacion con serie de etiquetas [Fan y
otros, 2000] o pirosecuenciacion [Fakhrai-Rad y otros, 2002] ), PCR especifica de alelo con un reactivo de bloqueo (ASB-
PCR, Morlan y otros, 2009), ensayo de ligacion de oligonucleétidos (OLA, Baron y otros, 1996), espectrometria de masas
(MS, por ejemplo desorcidn/ionizacién laser asistida por matriz tiempo de vuelo (MALDI-TOF) MS, Crain y McCloskey 1998),
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR), hibridacién electrénica, polimorfismo de conformacién de cadena
individual de ADN (F-SSCP) (Makino y otros, 1992), cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento (DHPLC),
electroforesis en gel (por ejemplo, electroforesis diagonal en gel de arreglos de microplacas [MADGE, Day y otros, 1998] y la
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante [DGGE, Fischer y Lerman 1980]), y el analisis de microarreglos.

Los oligonucledétidos especificos de alelos (ASO) son sondas fluoréforo-, croméforo-, enzima- o radio-etiqguetadas que son
cortas y especificas para secuencias de ARN o ADN particulares. Los ASO, por ejemplo, comprenden una mutacion de
nucle6tidos y soélo se hibridan con secuencias de &cidos nucléicos que comprenden esta mutacion. La secuencia de acido
nucleico de una secuencia de acido nucleico del coronavirus felino que codifica una proteina de la espicula que comprende
un nucledtido en, o que corresponde a, la posicion 3145, 3146 y/o 3147 y/o a la posicién de nucle6tido 3151, 3152 y/o 3153
como se representa en la figura 2A se detecta por ejemplo mediante la utilizacién de una sonda que es capaz de hibridarse
especificamente a al menos parte de dicha secuencia de acido nucleico del coronavirus felino que comprende un nucleétido
correspondiente a la posicién del nucleétido 3145, 3146, y/o 3147 y/o a la posicion del nucle6tido 3151, 3152 y/o 3153 del
gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A. Dicha sonda tiene
preferentemente una longitud de entre 14 y 100 nucleétidos, preferentemente 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, o més
nucleétidos. Por lo tanto, en una modalidad una secuencia de acido nucleico del coronavirus felino que comprende un
nucleétido en, o que corresponde a, la posicion 3145, 3146 y 3147 y/o a la posicién de nucledtido 3151, 3152 y 3153 del gen
que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A se detecta mediante la
utilizacion de una sonda con una longitud de al menos 14 nucleétidos que es capaz de hibridarse especificamente a al
menos parte de dicho acido nucleico. En una modalidad que se prefiere una sonda es capaz de hibridarse especificamente
a un acido nucleico del coronavirus felino que comprende citosina o timina en una posicién correspondiente a la posicién del
nucleétido 3145 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se representa en la figura 2A.
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Una sonda usada en un método de acuerdo con la invencion es complementaria a una secuencia de acido nucleico de
coronavirus felino que codifica una proteina de la espicula que comprende un nucle6tido que corresponde a la posicion de
nucle6tidos 3145, 3146, y 3147 y/o la posicion de nucledtidos 3151, 3152 y 3153 como se describe en la figura 2A. Debido a
que los coronavirus son ARN virus tienen indices de mutacion relativamente altos como lo conocer4 una persona
experimentada. Por ello, la secuencia de los coronavirus felinos puede diferir en algunos nucleétidos cercanos a la posicion
de nucledtidos 3145, 3146, y 3147 y/o la posicion de nucleétidos 3151, 3152 y 3153 del gen que codifica una proteina de la
espicula del coronavirus felino. Una persona con experiencia en la materia conoce como se modifica una sonda de acuerdo
con la invencion, por ejemplo mediante la sustitucién de un &cido nucleico, para permitir a dicha sonda hibridarse a la
secuencia de &cido nucleico de un coronavirus felino especifico y detectar un nucleétido en, o que corresponde a, la
posicion 3145, 3146, o 3147 y/o la posicion 3151, 3152 o 3153 del gen que codifica una proteina de la espicula del
coronavirus felino como se describe en la figura 2A.

Una sonda preferida que comprende un nucleétido que corresponde a las posiciones de nucleétidos 3145, 3146, y 3147
como se describe en la figura 2A para el uso en un método de acuerdo con la invencién comprende una secuencia que tiene
al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de &cido nucleico 5-CCCARRGCCATAGG-3', en donde Res Ao
G, con la maxima preferencia al menos 95% de identidad de secuencia con dicha secuencia de acido nucleico. En una
modalidad la invencion proporciona un método de acuerdo con la invencion, en donde dicha sonda comprende la secuencia
CCCARRGCCATAGG. La invencidon proporciona ademas un uso de una sonda de acuerdo con la invencion,
preferentemente para identificar el coronavirus entérico felino (FECV) y/o el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV), y/o
para determinar la presencia de la peritonitis infecciosa felina (FIP) en un animal con sospecha de padecer una infeccién por
coronavirus felino.

Las secuencias nucleicas de coronavirus felino pueden determinarse mediante métodos de secuenciacién conocidos por la
persona experimentada, preferentemente de forma directa luego de la amplificacion del acido nucleico relevante. Estos
métodos comprenden por ejemplo la secuenciacion directa de nucleétidos de la cadena doble mediante el uso de
terminadores didesoxinucleétidos marcados fluorescentemente (Smith y otros, 1986), la minisecuenciacion con serie de
etiquetas o la pirosecuenciacion. Generalmente tales métodos de secuenciacion incluyen el aislamiento de los acidos
nucleicos del genoma viral mediante los procedimientos de aislamiento de &cidos nucleicos, y la determinacion de la
secuencia de nucle6tido del &cido nucleico aislado, por ejemplo mediante los métodos de terminacion de la cadena didesoxi
(Sanger y otros, 1977) precedido opcionalmente por la transcripcion inversa de ARN en ADN, y/o la amplificacion del acido
nucleico objetivo.

En una modalidad se secuencia al menos parte de una secuencia de &cido nucleico de coronavirus felino que comprende un
nucle6tido que corresponde a la posicién de nucleétidos 3145, 3146 y/o 3147 ylo la posicion de nucleétidos 3151, 3152 y
3153 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se describe en la figura 2A.

El ensayo de ligacion de oligonucleétidos (OLA) es un método para la deteccidén de polimorfismos conocidos de nucle6tidos
Unicos. El método se basa en la ligacion de dos sondas de oligonucleétidos adyacentes mediante el uso de una ADN ligasa
mientras que ellas se hibridan a un objetivo de ADN complementario. Una de las sondas por ejemplo se marca
fluorescentemente y es especifica de alelo. Tipicamente, existen dos sondas marcadas de forma diferente, una para cada
alelo. Estas dos sondas difieren solo en la secuencia en la ultima base en el extremo 3', por lo tanto en el sitio del
polimorfismo. La segunda sonda es una sonda comlUn que es complementaria a la secuencia de ADN objetivo
inmediatamente corriente abajo (3') del sitio que contiene el polimorfismo, y por lo tanto complementaria a ambos alelos.
Esta sonda no necesita marcarse fluorescentemente. La discriminacion de alelos ocurre por la capacidad de la ADN ligasa
de unir las sondas perfectamente apareadas, un desapareamiento en 3' en la sonda de captura impedira la ligaciéon. En un
método de la invencion, por ejemplo se usa un ensayo de ligacion de oligonucleétidos en donde una de las sondas es
especificamente capaz de hibridarse a una secuencia de acido nucleico de coronavirus felino que codifica una proteina de la
espicula que comprende una adenina en la posicion de nucleétido 3145 como se describe en la figura 2A lo que es
inidicativo de FECV. Por lo tanto el primer nucleétido de una sonda derecha o el ultimo nucleétido de una sonda izquierda es
una timina. La segunda sonda es una sonda comun, que es capaz de hibridarse a ambas secuencias de acidos nucleicos de
FECV y FIPV que comienzan préximas a la posicion 3145 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus
felino como se describe en la figura 2A, por ejemplo que comienza en la posicion 3146 si dicha segunda sonda es una
sonda derecha. En presencia de FECV, es posible la ligacion de dichas dos sondas, mientras que en presencia de FIPV, no
es posible la ligacion de dichas dos sondas. En una modalidad de la invencién se determina una secuencia de acido
nucleico de coronavirus felino que codifica una proteina de la espicula, que comprende la posiciéon de nucleétidos 3145,
3146 y/o 3147 mediante el uso de un ensayo de ligacion de oligonucle6tidos (OLA).

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2534362713

La tecnologia de PCR en tiempo real puede usarse para detectar un alelo especifico de un gen cuando se usa un reactivo
bloqueador. Esta tecnologia se llama PCR especifica de alelo con un reactivo bloqueador (ASB-PCR, Morlan y otros, 2009).
Durante la reaccion por PCR un agente bloqueador se afiade a la mezcla de reaccion para impedir la amplificacion de un
alelo. Uno de los iniciadores, por ejemplo el iniciador directo, se disefia como iniciador especifico de alelo mutante. El otro
iniciador es un iniciador comun, que es capaz de hibridarse a ambos alelos. Un agente bloqueador, que se fosforila en el
extremo 3' para impedir la amplificacion, se disefia después para unirse especificamente al alelo silvestre. Durante la
reaccion por PCR el agente blogueador impide la hibridacion del iniciador especifico de mutante al alelo silvestre. En
presencia de solo el alelo silvestre no se obtiene producto de amplificacion, mientras que en presencia de solo el alelo
mutante se obtiene un producto de amplificacién. Con ASB-PCR es posible por ejemplo discriminar entre una secuencia de
acido nucleico de coronavirus felino que comprende una adenina en la posicion de nucle6tido 3145 del gen que codifica una
proteina de la espicula del coronavirus felino como se describe en la figura 2A y que es indicativa de FECV, y una secuencia
de acido nucleico de coronavirus felino que comprende una citosina o una timina en dicha posicién, que es indicativa de
FIPV. Por ejemplo, se usa un conjunto de iniciadores que consiste en un iniciador inverso comun y dos iniciadores
especificos de &cido nucleico de FIPV de los que el nucledtido del extremo 3' es complementario a la posicién de nucleétido
3145 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se describe en la figura 2A. Uno de estos
iniciadores especificos de FIPV tiene una adenina en su extremo 3'y el otro iniciador tiene una guanina en su extremo 3' lo
que permite a dicho iniciador hibridarse a una secuencia de acido nucleico de coronavirus felino que codifica una proteina
de la espicula que contiene una timina o una citosina en la posiciéon de nucleétido 3145 respectivamente. Puede usarse un
agente bloqueador que comprende una timina en el extremo 3', que es capaz de hibridarse a una adenina en la posicion de
nucleétido 3145. Mediante el uso de dicho conjunto de iniciadores, la amplificacion ocurrird cuando el &cido nucleico de
FIPV esté presente mientras que la amplificacion no ocurrird cuando solo esté presente el acido nucleico de FECV. En una
modalidad preferida de la invencién se determina una secuencia de &cido nucleico de coronavirus felino que codifica una
proteina de la espicula, que comprende la posicion de nucleétidos 3145, 3146 y/o 3147 y/o la posicién de nucleétidos 3151,
3152 y/o 3153 mediante el uso de PCR especifica de alelos con un reactivo bloqueador (ASB-PCR).

Mediante el uso de MS MALDI TOF puede lograrse la deteccién de cantidades bajas (femtomol) de ADN. Los &cidos
nucleicos en el intervalo de 2 a 2000 nucle6tidos pueden detectarse al usar MS MALDI-TOF. La MS puede usarse para
analizar mezclas de fragmentos diferentes de acidos nucleicos sin el uso de cualquier marcador debido a las diferencias de
masas de las nucleobases. Por lo tanto, en la mayoria de los casos, la separacion de los fragmentos de acido nucleico no es
necesaria antes de las mediciones por MS. Mediante el uso de MS MALDI-TOF es posible por ejemplo determinar si un
nucle6tido de una secuencia de acido nucleico de coronavirus felino que codifica una proteina de la espicula en la posicién
de nucleétido 3145 es una adenina, que es indicativa de FECV, o una citosina o timina, que es indicativa de FIPV. En una
modalidad de la invencién se determina la masa de al menos parte de una secuencia de acido nucleico de coronavirus
felino, dicha parte que comprende un nucledtido que corresponde a la posicion de nucleétidos 3145, 3146, y/o 3147 ylo la
posicion de nucle6tidos 3151, 3152 y/o 3153 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se
describe en la figura 2A. En una modalidad preferida la masa de dicha secuencia de &cido nucleico se determina mediante
el uso de la espectrometria de masa de tiempo de vuelo por desorcién/absorcion mediante laser asistida por matriz (MALDI-
TOF MS).

La identidad de un aminoacido en una secuencia de aminoacidos de coronavirus felino que codifica una proteina de la
espicula en la posicion de aminoacido 1049 y/o la posicion de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B puede
detectarse mediante el uso de cualquier método conocido en la materia. Tal amino4cido se detecta por ejemplo mediante el
uso de anticuerpos o equivalentes funcionales de ellos, espectrometria de masa o reacciones de degradacion de Edman.
Opcionalmente, una proteina coronaviral puede purificarse con métodos conocidos en la materia. Por ejemplo, la proteina
coronaviral puede purificarse mediante el uso de electroforesis en gel o métodos cromatograficos, tales como la
cromatografia de afinidad.

Un equivalente funcional de un anticuerpo se define como un compuesto que tiene al menos una misma propiedad igual que
dicho anticuerpo en tipo, no necesariamente en cantidad. Dicho equivalente funcional es capaz de unir el mismo antigeno
igual que dicho anticuerpo, aunque no necesariamente a la misma medida. Un equivalente funcional de un anticuerpo
comprende preferentemente un anticuerpo de dominio Unico, un anticuerpo de cadena Unica, un nanocuerpo, un unicuerpo
o un fragmento variable de cadena Unica (scFv). Un equivalente funcional de un anticuerpo se produce por ejemplo al alterar
un anticuerpo tal que al menos una propiedad - preferentemente una propiedad de unién al antigeno - del compuesto
resultante sea esencialmente la misma en tipo, no necesariamente en cantidad. Esto se hace de varias maneras, por
ejemplo a través de la sustitucion de aminoacidos conservativos, de manera que un residuo de aminoacido se sustituye por
otro residuo con propiedades generalmente similares (tamafio, hidrofobicidad, etc), tal que es probable que el
funcionamiento global no se afecte seriamente.
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Una parte inmunogénica de un coronavirus felino que comprende una proteina de la espicula del coronavirus felino se
define como una parte que tiene al menos una propiedad en comin con un coronavirus felino que comprende una proteina
de la espicula del coronavirus felino en tipo, aunque no necesariamente en cantidad. Una parte inmunogénica de una
proteina de la espicula del coronavirus felino se define como una parte que tiene al menos una misma propiedad igual que
una proteina de la espicula del coronavirus felino en tipo, no necesariamente en cantidad. Dicha parte inmunogénica, es
capaz preferentemente de provocar una respuesta inmune contra un coronavirus felino, preferentemente un virus de la
peritonitis infecciosa de felino (FIPV), en un animal.

Un aminoacido de una secuencia de aminoacidos de la proteina de la espicula del coronavirus felino, que corresponde a la
posicion de aminoacido 1049 y/o la posicién de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B se detecta por ejemplo
mediante el uso de un anticuerpo o equivalente funcional que se dirige especificamente contra un epitopo de una proteina
de la espicula del coronavirus felino que comprende la posicion de aminoacido 1049 y/o la posicion de aminoacido 1051
como se describe en la figura 2B. Dicha posicién de aminoacido 1049 y/o posicién de aminoacido 1051 como se describe en
la figura 2B permite la discriminacién entre FECV y FIPV. Una metionina en la posicion de aminoacido 1049 es indicativa de
FECV, mientras que la leucina en esta posicion es indicativa de FIPV y la alanina en la posicién de aminoacido 1051 es
indicativa de FIPV. Por ello, la invencion proporciona un método de acuerdo con la invencién, en donde se detecta un
aminoacido de una proteina de la espicula del coronavirus felino en una posicion que corresponde a la posicién de
aminoacido 1049 y/o la posicién de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B al usar un anticuerpo o equivalente
funcional de él dirigido especificamente contra un epitopo de una proteina de la espicula de FIPV que abarca el aminoacido
1049 y/o el aminoéacido 1051. En una modalidad dicho epitopo comprende una leucina en una posicién que corresponde a la
posicion de aminoacido 1049 y/o dicho epitopo comprende una alanina en una posicion que corresponde a la posicion de
aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B.

Un anticuerpo o equivalente funcional de él dirigido especificamente contra un epitopo de una proteina de la espicula de
FIPV, cuyo epitopo comprende un aminoacido que corresponde a la posicién de aminoacido 1049 y/o la posicion de
aminoécido 1051 como se describe en la figura 2B puede detectarse con cualquier método conocido en la materia. Por
ejemplo, dicho anticuerpo o equivalente funcional de él se marca con fluoréforo, croméforo o enzima, y puede detectarse por
lo tanto por ejemplo con microscopia de fluorescencia o espectrofotometria. Un anticuerpo o equivalente funcional puede
detectarse ademas mediante el uso de un segundo anticuerpo que se marca con fluoréforo, croméforo o enzima. Tales
marcadores son bien conocidos por los expertos en la materia e incluyen, por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC),
[beta]-galactosidasa, peroxidasa de rabano picante, estreptavidina, biotina o digoxigenina.

Mediante el uso de MS MALDI-TOF puede lograrse la deteccion de cantidades bajas de secuencias de aminoacidos. La MS
puede usarse para analizar mezclas de secuencias diferentes de aminoéacidos sin el uso de cualquier marcador debido a las
diferencias de masa de las secuencias de aminoacidos. Por lo tanto, en la mayoria de los casos, la separacion de las
secuencias de aminoacidos no es necesaria antes de las mediciones por MS. Mediante el uso de MS MALDI-TOF es posible
por ejemplo discriminar entre una secuencia de aminoacidos de coronavirus felino que comprende una metionina en la
posicion de aminoacido 1049 como se describe en la figura 2B, y una secuencia de aminoacidos de coronavirus felino que
comprende un aminoécido distinto a la metionina en la posicién de aminoacido 1049 como se describe en la figura 2B. En
una modalidad de la invencion se determina la masa de al menos parte de una secuencia de aminoécidos de coronavirus
felino, dicha parte que comprende un aminoacido que corresponde a la posicion de aminoacido 1049 como se describe en la
figura 2B. En una modalidad preferida se determina la masa de dicha secuencia de aminoacidos mediante el uso de
espectrometria de masa de tiempo de vuelo por desorcién/absorcién mediante laser asistida por matriz (MS MALDI-TOF).

El desarrollo de vacunas contra FIPV ha sido infructuoso hasta la fecha. Varias propuestas fallaron en proporcionar una
vacuna que induzca proteccion contra FIPV. Estas propuestas incluyen la vacunacién con coronavirus vivos heterélogos
relacionados estrechamente, cantidades no letales de FIPV virulento, FIPV de baja virulencia, y subunidades o proteinas de
coronavirus felino (recombinante). Algunas de estas propuestas proporcionaron alguna proteccion pero los resultados fueron
inconsistentes. Ocasionalmente, la vacunacion resultd aun en la progresion aumentada de la enfermedad y la muerte. La
Unica vacuna actualmente disponible se basa en una cepa de FIPV sensible a la temperatura de la que la eficacia es
cuestionable (McArdle y otros, 1995; Fehr y otros, 1997).

Ahora que se ha identificado un polimorfismo en la proteina de la espicula del coronavirus felino que permite la
discriminacién entre FECV y FIPV es posible desarrollar composiciones inmunogénicas que comprendan los coronavirus
felino que comprenden el &cido nucleico o aminoéacido identificado indicativo para FECV. Mediante el uso de una
composicién inmunogénica que comprende un coronavirus felino con un &cido nucleico o aminoéacido representativo de un
FECV no existe riesgo de enfermedad y/o muerte debido a que dicha composicion inmunogénica no comprende el FIPV
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virulento o parte de él. Ahora es posible ademés desarrollar una composiciéon inmunogénica que comprenda la proteina de
la espicula del coronavirus felino que comprende el aminoacido identificado indicativo para FIPV. Mediante el uso de una
composicion inmunogénica que comprende la proteina de la espicula de FIPV o parte inmunogénica de ella puede
provocarse una mejor respuesta inmune contra FIPV, sin el riesgo de progresion aumentada de la enfermedad y/o muerte
debido a que solo se usan proteinas virales aisladas.

Por ello en una modalidad la invencién proporciona una composicion inmunogénica que comprende una proteina de la
espicula del coronavirus felino o parte inmunogénica de ella que comprende una alanina en una posicién que corresponde a
la posicién de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B, o un &cido nucleico del coronavirus felino codificador de la
proteina de la espicula, que comprende una citosina en una posicion que corresponde a la posicién de nucleétido 3145, y/o
una guanina en una posicion que corresponde a la posicion de nucleétido 3151 como se describe en la figura 2A, o un
coronavirus felino que comprende un acido nucleico que comprende una adenina en una posicion que corresponde a la
posicion de nucleétido 3145, y/o una timina en una posicion que corresponde a la posicion 3151 del gen que codifica una
proteina de la espicula del coronavirus felino como se describe en la figura 2A, o un coronavirus felino que comprende una
proteina de la espicula del coronavirus felino o parte inmunogénica de ella que comprende una metionina en una posicion
que corresponde a la posicion de aminoacido 1049, y/o una serina en una posicion que corresponde a la posicion de
aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B, o cualquier combinacion de ellos. En una modalidad preferida se usa
€como una vacuna una composicién inmunogénica de acuerdo con la invencion.

Se proporciona ademas una proteina de la espicula del coronavirus felino o parte inmunogénica de ella que comprende una
alanina en una posicion que corresponde a la posicién de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B, o un acido
nucleico de coronavirus felino codificador de la proteina de la espicula que comprende una citosina en una posicion que
corresponde a la posicion de nucleétido 3145, y/o una guanina en una posicién que corresponde a la posicion de nucleétido
3151 como se describe en la figura 2A, o un coronavirus felino que comprende un &cido nucleico que comprende una
adenina en una posicion que corresponde a la posicién de nucleétido 3145, y/o una timina en una posicién que corresponde
a la posicion 3151 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se describe en la figura 2A, o
un coronavirus felino que comprende una proteina de la espicula del coronavirus felino o parte inmunogénica de ella que
comprende una metionina en una posicion que corresponde a la posicién de aminoacido 1049, y/o una serina en una
posicion que corresponde a la posicion de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B, o cualquier combinacién de
ellos, para provocar una respuesta inmune contra un coronavirus felino, preferentemente un virus de la peritonitis infecciosa
felina (FIPV), en un felino.

Una modalidad proporciona un uso de una proteina de la espicula del coronavirus felino o parte inmunogénica de ella que
comprende una alanina en una posicién que corresponde a la posicién de aminoacido 1051 como se describe en la figura
2B, o0 un acido nucleico de coronavirus felino codificador de la proteina de la espicula que comprende una citosina en una
posicion que corresponde a la posicion de nucleétido 3145, y/o una guanina en una posicién que corresponde a la posicion
de nucledtido 3151 como se describe en la figura 2A, o un coronavirus felino que comprende un &cido nucleico que
comprende una adenina en una posicién que corresponde a la posicion de nucledtido 3145, y/o una timina en una posicion
que corresponde a la posiciéon 3151 del gen que codifica una proteina de la espicula del coronavirus felino como se describe
en la figura 2A, o un coronavirus felino que comprende una proteina de la espicula del coronavirus felino o parte
inmunogénica de ella que comprende una metionina en una posicion que corresponde a la posicién de aminoacido 1049, y/o
una serina en una posicion que corresponde a la posicion de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B, o cualquier
combinacion de ellos, para la preparacion de una composicion inmunogénica o agente profilactico para provocar una
respuesta inmune contra un coronavirus felino, preferentemente un virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV), en un
felino.

La invencién se explica ademas en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no limitan el alcance de la invencién, sino que
simplemente sirven para evidenciar la invencion.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Representacion esquematica del genoma del ARN de coronavirus felino. La parte 5' (izquierda) especifica los
precursores que codifican las funciones de replicacion y de transcripcion derivadas de los marcos de lectura abiertos
(ORF) lay 1b. Corriente abajo, hacia el extremo 3', se localizan los genes para las proteinas estructurales S (proteina
de la espicula), E (proteina de la envoltura), M (proteina de la membrana) y N (proteina de la nucleocapsida), y para las
proteinas accesorias 3a, 3b, 3c, 7a'y 7b.
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Figura 2. A) Secuencias de nucledtidos del gen de la espicula del coronavirus felino (nuclettidos 1-4407), que
corresponden a los nucleétidos 20395-24801 de un coronavirus felino como se define en la secuencia de nucle6tidos de
NC_012955 (Coronavirus felino UU10, genoma completo) y los nucle6tidos 20382-24788 de un coronavirus felino como
se define en la secuencia de nucle6tidos de NC_012952 (Coronavirus felino UU8, genoma completo). B) Secuencias de
aminoécidos de la proteina de la espicula del coronavirus felino, como se define en la secuencia de aminoéacidos de
YP_003038574 y de YP_003038543.

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de ARN amplificado de 6 muestras clinicas obtenidas a partir de heces de
gatos infectados. El carril M es un estandar de tamafio molecular, los carriles 1-6 son las muestras clinicas y el carril 7 es
un control negativo.

Figura 4. A) Alineacion de secuencias parciales de ARN de FCoV derivado de heces o plasma aislado de 42 gatos
saludables y cinco secuencias parciales derivadas de muestras de gatos confirmados con FIP, es decir
Q093501030_326B_4546.scf (derivadas de células blancas sanguineas), Q093501032_327B_4546.scf (derivadas de
células blancas sanguineas), Q093501036_321S 4546.scf (derivadas de suero), Q093501038_321A 4546.scf
(derivadas de ascitis) y Q093501046_K11 019.abl (derivadas de células blancas sanguineas); B) Alineacion de
secuencias parciales de ARN de FCoV derivado de lesion aislado de 54 gatos confirmados con FIP; C) Alineacion de
secuencias parciales de ARN de FCoV derivado de heces aislado de gatos confirmados con FIP. Sobre la derecha de
las figuras 4A, B y C se indica el cédigo de identidad del coronavirus felino analizado. Los nucleétidos dirigidos y el
aminoécido previsto se indican por una flecha.

Ejemplos
Ejemplo 1

En este ejemplo se analizaron 6 muestras clinicas (heces). El ARN se extrajo de las muestras clinicas, se aplic6 RT-PCR a
los ARN extraidos y los productos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (ver figura 3) luego de la primera
PCR (1" corrida) y luego la PCR anidada (2 corrida).

Materiales y Métodos

Una RT-PCR anidada se us6 para amplificar la regién del gen de la espicula de FCoV que contiene la mutacién puntual
objetivo. EI ARN gendmico se extrajo de las heces de 6 gatos saludables mediante el uso del mini estuche QlAamp Viral
RNA y el mini estuche Qiagen RNeasy (Qiagen, Inc.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La sintesis del ADNc
se realizd con la transcriptasa inversa (RT) M-MLV y se continu6 con la amplificacion por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con la Taq ADN polimerasa. Todas las enzimas se usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Promega Corp., Madison, WI). Ambas reacciones se prepararon con iniciadores especificos (ver tabla 1 de iniciadores). Los
iniciadores se disefiaron mediante el uso de secuencias del genoma de FCoV con nimeros de adquisicién de NC_012955 y
NC_012952. Las amplificaciones se realizaron mediante el uso de 30 ciclos de 94 °C durante 60 s, 50 °C durante 30 s,y 72
°C durante 1 min y la extension adicional a 72 °C durante 7 min al final de la amplificacion. Los fragmentos de PCR se
aislaron y se purificaron a partir de gel de agarosa luego de la electroforesis mediante el uso del estuche de extracciéon en
gel Qiagen (Qiagen Benelux B.V., Venlo, Los Paises Bajos). La secuenciacion se realiz6 mediante BaseClear Holding B.V.
(Leiden, Los Paises Bajos).

Resultados

Luego de la primera PCR, se obtuvo un fragmento de 601 pb solo en una muestra clinica, como se ve en el carril 2 de la
figura 3. Luego de la segunda ronda de PCR, se amplific6 un fragmento de 139 pb cuando los iniciadores anidados se
aplicaron sobre los productos de la 1™ corrida de la RT-PCR. Ahora un producto se vio no solo en el carril 2, sino ademas
con los ARN amplificados mostrados en los carriles 3,5y 6.

Ejemplo 2

En este ejemplo se analizaron muestras de heces o plasma de 47 gatos saludables, muestras clinicas de 54 gatos
confirmados con FIP y muestras de heces de 14 gatos confirmados con FIP.

Materiales y Métodos
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La extraccion del ARN gendmico, la sintesis, la amplificacion y la secuenciacion del ADNc se realizaron de acuerdo con los
materiales y métodos del ejemplo 1.

Resultados

La secuencia de acido nucleico que codifica una metionina en la posicién de aminoacido 1049 se detecto en todos los FCoV
(47/47) derivados de heces o plasma de gatos saludables (figura 4A). Mas tarde se encontr6é que la figura 4A contiene cinco
secuencias derivadas de muestras de gatos con FIP  confirmada  (Q093501030_326B_4546.scf,
Q093501032_327B_4546.scf, Q093501036_32IS_4546.scf, Q093501038_321A_4546.scf y Q093501046_K11_019.abl), lo
que significa que en 42/42 de los FCoV derivados de heces o plasma de gatos saludables estuvo presente una metionina en
la posicién de aminoacido 1049. Esta secuencia se observé ademas en 2/54 de los ARN amplificados derivados de lesién
(figura 4B) y 12/14 de los derivados de heces (figura 4C) de gatos confirmados con FIP. Lo mas importante, 52/54 (96%) de
los ARN derivados de lesiones de gatos confirmados con FIP tuvieron una alteracion de A a C o T en la posicién 3145, lo
gue conduce a una alteracién de aminoéacido en la posiciéon 1049 que cambia una metionina en una leucina (figura 4B).

Ejemplo 3

Se continu6 recolectando muestras y gatos a través de veterinarios y propietarios en Los Paises Bajos. En este ejemplo se
analizaron las siguientes muestras:

- muestras de heces de 352 gatos saludables,

- muestras de células blancas sanguineas de 89 gatos saludables o sin sospecha de FIP,

- muestras de plasma de 89 gatos saludables o sin sospecha de FIP,

- muestras de suero de 56 gatos saludables o sin sospecha de FIP,

- muestras de lesion de FIP (nédulo linfatico mesentérico (LN) y/o rifion y/o bazo y/o omentum y/o pulmén y/o LN y/o
higado y/o ascitis) de 97 gatos confirmados con FIP,

- muestras de células blancas sanguineas de 34 gatos confirmados con FIP,

- muestras de plasma de 34 gatos confirmados con FIP, y

- muestras de suero de 15 gatos confirmados con FIP.

Materiales y Métodos

La extraccion del ARN gendmico, la sintesis, amplificacién y secuenciacién del ADNc se realizaron de acuerdo con los
materiales y métodos del ejemplo 1.

Resultados

Muestras de gatos saludables

137/352 (39%) de las muestras de heces fueron positivas a FCoV. Se detecté una secuencia de acido nucleico que codifica
una metionina en la posicién de aminoécido 1049 y una serina en la posicion de aminoacido 1051 en todos los FCoV (137)
derivados de heces de gatos saludables.

Muestras de gatos saludables o sin sospecha de FIP.

Las muestras de sangre con EDTA de 89 gatos saludables o sin sospecha de FIP se obtuvieron y se separaron en células
blancas sanguineas (WBC) y plasma. Se obtuvieron muestras de suero de 56 gatos saludables o sin sospecha de FIP.

20/89 muestras de células blancas sanguineas, 4/89 muestras de plasma y 8/56 muestras de suero fueron positivas a
FCoV. Todas las 4 muestras positivas en plasma fueron positivas ademas en la fraccion de WBC y en cada animal la
secuencia en plasma fue 100% idéntica a la secuencia en WBC. Se detectd una secuencia de acido nucleico que codifica
una metionina en la posicion de aminoacido 1049 y una serina en la posicion de aminoacido 1051 en todas las muestras
probadas positivas para FCoV.

Muestras de gatos confirmados con FIP
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Se estudiaron un total de 97 gatos confirmados con FIP. 97/97 drganos con lesiones tipicas de FIP (que incluyen LN
mesentérica y/o rifidn y/o bazo y/o omentum y/o pulmén y/o LN y/o higado y/o ascitis) fueron positivos para FCoV. 87/97
(90%) de los ARN derivados de lesiones de gatos confirmados con FIP tuvieron una alteracion de aminoécido en la posicion
1049 que cambia una metionina en una leucina. 5/97 (5%) de los ARN derivados de lesiones de gatos confirmados con FIP
tuvieron una alteracién de aminoacido en la posicion 1051 que cambia una serina en una alanina. En todas las 5 muestras
en las que estuvo presente una alanina en la posicion 1051, estuvo presente una metionina en la posicion 1049. Por lo
tanto, 92 de 97 (95%) de los ARN derivados de lesiones de gatos confirmados con FIP tuvieron una alteracién de
aminoécido indicativa para FIP, mientras que 5 de 97 (5%) no tuvieron una alteracion de aminoacido indicativa para FIP.

La sangre se obtuvo de 34 de los 97 gatos confirmados con FIP antes de aplicarle eutanasia al animal. Las muestras de
sangre se separaron en células blancas sanguineas (recubrimiento beige) y plasma. Se obtuvieron las muestras de suero de
15 gatos confirmados con FIP de los que se habian obtenido ademas la sangre con EDTA.

WBC:

34/34 (100%) de las muestras de WBC fueron positivas a FCoV. En 29/34 (85%) de los ARN derivados de WBC de gatos
confirmados con FIP estuvo presente una leucina en la posicién 1049 y una serina estuvo presente en la posicion 1051;
para los 29 estuvo presente ademas una leucina en las posicién 1049 en las muestras de 6rganos. De los 5 gatos con una
metionina en la posicion 1049 en las muestras de WBC, 2 tuvieron una leucina en esta posicién en el(los) 6érgano(s) que
contenia(n) lesiones por FIP, los otros 3 no tuvieron ninguna de las alteraciones de aminoé&cidos indicativas para FIPV. Por
lo tanto, de los 31/34 (90%) gatos con FIP en los que se detecté una leucina en la posicién 1049 en material de 6rganos, se
detect6 ademas leucina en esta posicion en WBC en 29/31 (94%) casos.

Plasma:

14/34 (41%) de las muestras de plasma fueron positivas a FCoV. En 11/34 (32%) de los ARN derivados de plasma de gatos
confirmados con FIP estuvo presente una leucina en la posicién 1049 y una serina estuvo presente en la posicién 1051. De
los 3 gatos positivos a FCoV con una metionina en la posicion 1049 en plasma, 1 tuvo una leucina en esta posicién en el
ARN de FCoV de 6rgano(s) que contenia(n) lesiones por FIP, los otros 2 no tuvieron ninguna de las alteraciones de
amino@cidos indicativas para FIPV. Por lo tanto, de los 31/34 (90%) gatos con FIP en los que se detect6 una leucina en la
posicion 1049 en material de érganos, se detecté ademas leucina en plasma en 11/31 (35%) casos.

Suero:
4/15 (27%) muestras de suero fueron positivas a FCoV. En 2/15 (13%) de los ARN derivados de suero de gatos confirmados

con FIP estuvo presente una leucina en la posicién 1049 y una serina estuvo presente en la posicién 1051. 15/15 (100%) de
estos gatos tuvo una leucina en la posicién 1049 en el ARN de FCoV derivado de 6rganos.
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Tabla 1. Iniciadores usados para la amplificacion de la region objetivo del gen de la espicula de FCaV.

Iniciador 5-3' Posicion en el gen
de la espicula
CCCTCGAGTCCCGCAGAAACCATACCTA | 3642-3656 Iniciador inverso para la
1™comida de RT-PCR
CAATATTACAATGGCATAATGG 3055-3075 Iniciador directo para la
1%corrida de RT-PCR
GGCATAATGG ACCTGGTG 3067-3088 Iniciador directo para la
2%corrida de RT-PCR”
TAATTAAGCCTCGCCTGCACTT 3188-3206 Iniciador inverso para la

2%corrida de RT-PCR
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Reivindicaciones

1.

10.

Un método para determinar si esta presente el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV) en una muestra, que
comprende determinar si dicha muestra comprende un coronavirus felino, y si un coronavirus felino esta presente
determinar la identidad de un aminoéacido en una proteina de la espicula de dicho coronavirus felino en una
posicion que corresponde a la posicion de aminoacido 1049 como se describe en la figura 2B, y determinar que
FIPV esta presente si dicho amino&cido es leucina.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la identidad del aminoacido en la posicién 1049 se
determina al determinar una secuencia de acido nucleico de un &cido nucleico del coronavirus felino que codifica
una proteina de la espicula, dicho &acido nucleico que comprende un nucleétido en, o que corresponde a, la
posicion 3145, 3146 y/o 3147 como se describe en la figura 2A.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, que ademas comprende amplificar al menos parte de una molécula
de &cido nucleico de coronavirus felino que comprende una regién que incluye, o que corresponde a, la posicién de
nucle6tidos 3145, 3146 y 3147 como se describe en la figura 2A mediante el uso de al menos un iniciador que es
capaz de hibridarse a al menos parte de dicha secuencia de acido nucleico entre una posicion que corresponde a
la posicion de nucledtido 3055 y una posicion que corresponde a la posicion de nucleétido 3669 como se describe
en la figura 2A.

Un método para determinar si esta presente el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV) en una muestra, que
comprende determinar si dicha muestra comprende un coronavirus felino, y si esta presente un coronavirus felino
determinar la identidad de un aminoéacido en una proteina de la espicula de dicho coronavirus felino en una
posicioén que corresponde a la posicion de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B, y determinar que el
FIPV esta presente si dicho aminoé&cido es alanina.

Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que ademéas comprende determinar la identidad
de un aminoécido en una proteina de la espicula de dicho coronavirus felino en una posicién que corresponde a la
posicion de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B, y determinar que el FIPV esta presente si dicho
amino&cido es alanina.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, en donde la identidad del aminoacido en la posicion 1051 se
determina al determinar una secuencia de acido nucleico de un &cido nucleico del coronavirus felino que codifica
una proteina de la espicula, dicho &cido nucleico que comprende un nucleétido en, o que corresponde a, la
posicion 3151, 3152 y/o 3153 como se describe en la figura 2A.

Un método de acuerdo con la reivindicacién 6, que ademéas comprende amplificar al menos parte de una molécula
de éacido nucleico del coronavirus felino que comprende una region que incluye, o que corresponde a, la posicién
de nucleétidos 3151, 3152 y 3153 como se describe en la figura 2A mediante el uso de al menos un iniciador que
es capaz de hibridarse a al menos parte de dicha secuencia de acido nucleico entre una posicion que corresponde
a la posicion de nucleétido 3055 y una posicion que corresponde a la posicion de nucleétido 3669 como se
describe en la figura 2A.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 3 o 7, en donde dicho al menos un iniciador se selecciona de los
iniciadores enumerados en la tabla 1.

Un par iniciador que comprende una secuencia de &cido nucleico aislada o recombinante que comprende una
secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia 5-
CCCTCGAGTCCCGCAGAAACCATACCTA-3' y una secuencia de &cido nucleico aislada o recombinante que
comprende una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia 5'-
CAATATTACAATGGCATAATGG-3'.

Un par iniciador que comprende una secuencia de &cido nucleico aislada o recombinante que comprende una
secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia 5-
GGCATAATGGTTTTACCTGGTG-3' y una secuencia de acido nucleico aislada o recombinante que comprende
una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia 5'-
TAATTAAGCCTCGCCTGCACTT-3".
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Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en donde dicha secuencia de &cido nucleico se
detecta mediante el uso de una sonda con una longitud de al menos 14 nucle6tidos que es capaz de hibridarse
especificamente a al menos parte de un acido nucleico del coronavirus felino que comprende un nucleétido en, o
que corresponde a, la posicién 3145, 3146 y 3147 como se describe en la figura 2A, o que es capaz de hibridarse
especificamente a al menos parte de un &cido nucleico del coronavirus felino que comprende un nucle6tido en, o
que corresponde a, la posicion 3151, 3152 y 3153 como se describe en la figura 2A, dicha parte que tiene una
longitud de al menos 14 nucleétidos.

Una sonda con una longitud de entre 14 y 100 nucleétidos, que comprende una secuencia de acido nucleico que
tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia 5-CCCARRGCCATAGG-3'.

Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-8 u 11, que ademas comprende la secuenciacion
de al menos parte de una secuencia de acido nucleico de coronavirus felino, dicha parte comprende un nucleétido
gue corresponde a la posicion de nucle6tidos 3145, 3146 y/o 3147, o un nucleétido que corresponde a la posicion
de nucledtidos 3151, 3152 y/o 3153 como se representa en la figura 2A.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, 4 o 5, en donde se detecta un aminoécido de una proteina de la
espicula del coronavirus felino en una posicién que corresponde a la posicién de aminoacido 1049 o 1051 como se
describe en la figura 2B al usar un anticuerpo o equivalente funcional de él dirigido especificamente contra un
epitopo de una proteina de la espicula de FIPV, cuyo epitopo comprende un aminoacido distinto a la metionina en
una posicion que corresponde a la posicion de aminoacido 1049 o un aminoacido distinto a la serina en una
posicion que corresponde a la posicion de aminoacidos 1051 como se describe en la figura 2B.

Una composicién inmunogénica que comprende:

- una proteina de la espicula del coronavirus felino o parte inmunogénica de ella que comprende una alanina en
una posicion que corresponde a la posicion de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B, o

- un acido nucleico de coronavirus felino codificador de una proteina de la espicula, que comprende una citosina
en una posicion que corresponde a la posicion de nucleétido 3145, y/o una guanina en una posicion que
corresponde a la posicion de nucleétido 3151 como se describe en la figura 2A,

0 una combinacion de éstos.
Uso de:

- una proteina de la espicula del coronavirus felino o parte inmunogénica de ella que comprende una alanina en
una posicion que corresponde a la posicion de aminoacido 1051 como se describe en la figura 2B, o

- un &cido nucleico del coronavirus felino codificador de una proteina de la espicula, que comprende una
citosina en una posicidon que corresponde a la posicién de nucleétido 3145, y/o una guanina en una posicion
que corresponde a la posicion de nucle6tido 3151 como se describe en la figura 2A,

0 una combinacién de éstos, para la preparacion de una composicion inmunogénica o agente profilactico para

provocar una respuesta inmune contra un coronavirus felino, preferentemente un virus de la peritonitis infecciosa
felina (FIPV), en un felino.
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Figura 1
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Figura 2B
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Figura 2B continuacion
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