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DESCRIPCION
Coronavirus
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un coronavirus atenuado que comprende una variante de gen de la replicasa, que
hace que el virus tenga una patogenicidad reducida. La presente invencién también se refiere al uso de dicho
coronavirus en una vacuna para prevenir y/o tratar una enfermedad.

Antecedentes de la invencion

El virus de la bronquitis infecciosa (IBV) aviar, el agente etiolégico de la bronquitis infecciosa (BI), es un patégeno
altamente infeccioso y contagioso de las aves domésticas que se replica principalmente en el tracto respiratorio, pero
también en las células epiteliales del intestino, rifidn y oviducto. El IBV es miembro del Orden Nidovirales, Familia
Coronaviridae, Subfamilia Coronavirinae y Género Gammacoronavirus; los coronavirus genéticamente muy similares
causan la enfermedad en pavos, pintadas y faisanes.

Los signos clinicos de la Bl incluyen estornudos, estertores traqueales, secrecion nasal y respiracién sibilante. Las
aves de las que se aprovecha su carne tienen un aumento de peso reducido, mientras que las aves ponedoras ponen
menos huevos y producen huevos de baja calidad. La infeccion respiratoria predispone a los pollos a infecciones
bacterianas secundarias que pueden ser fatales en los polluelos. El virus también puede causar dafio permanente en
el oviducto, en especial, en polluelos, lo que conduce a una reduccién de la produccion y la calidad de los huevos; y
en el rifidn, conduciendo a veces a una enfermedad renal que puede ser fatal.

Se ha informado que el IBV es responsable de mas pérdidas econdmicas para la industria avicola que cualquier otra
enfermedad infecciosa. Aunque las vacunas vivas atenuadas y las vacunas inactivadas se usan universalmente en el
control del IBV, la proteccion obtenida mediante el uso de la vacuna puede perderse debido a la descomposicion de
la vacuna o a la introduccion de un nuevo serotipo de IBV que no esté relacionado con la vacuna usada, planteando
un riesgo para la industria avicola.

Ademas, existe la necesidad en la industria de desarrollar vacunas que sean adecuadas para su uso in ovo, para
mejorar la eficiencia y la rentabilidad de los programas de vacunacion. Un desafio importante asociado con la
vacunacion in ovo es que el virus debe ser capaz de replicarse en presencia de anticuerpos maternos contra el virus,
sin ser patdgeno para el embridn. Las vacunas actuales contra el IBV se derivan después de multiples pasadas en
huevos embrionados, produciendo esto virus con patogenicidad reducida para los pollos, para que puedan usarse
como vacunas vivas atenuadas. Sin embargo, dichos virus casi siempre muestran un aumento de la virulencia de los
embriones y, por lo tanto, no pueden usarse para la vacunacion in ovo, ya que reducen la capacidad de eclosion. En
algunos casos, se observa una reduccion del 70 % de la capacidad de eclosion.

La atenuacioén tras multiples pasadas en huevos embrionados también presenta otras desventajas. Es un método
empirico, pues la atenuacion de los virus es aleatoria y diferira cada vez que se pase el virus, por tanto, la pasada del
mismo virus a través de una serie diferente de huevos con fines de atenuacién conducira a un conjunto diferente de
mutaciones que conduciran a la atenuacion. También hay problemas de eficacia asociados con el proceso: algunas
mutaciones afectaran a la replicacion del virus y algunas de las mutaciones pueden hacer que el virus esté demasiado
atenuado. Las mutaciones también pueden ocurrir en el gen S, lo que también puede afectar a la inmunogenicidad,
de modo que la respuesta inmunitaria deseada se vea afectada y la posible vacuna puede no proteger contra el
serotipo necesario. Ademas, existen problemas asociados con la reversiéon a la virulencia y la estabilidad de las
vacunas.

Menachery, V. D. et al. (2014) J. Virol., vol. 88, no. 8, 4251 - 4264, Los documentos WO 2005/049814 A2 y WO
2004/092360 ya desvelaron un coronavirus que comprende una mutaciéon en nsp-15 y nsp-16, asi como medios y
métodos de cdmo llegar a un coronavirus que comprende dichas proteinas estructurales mutadas.

Es importante que se desarrollen vacunas nuevas y mas seguras para el control del IBV. Por lo tanto, existe la
necesidad de vacunas contra el IBV que no estén asociadas con estos problemas, en particular, vacunas que se
pueden usar para la vacunacion in ovo.

Sumario de aspectos de la invencion

Los presentes inventores han usado un enfoque de genética inversa para atenuar racionalmente el IBV. Este enfoque
es mucho mas controlable que la atenuacién aleatoria después de multiples pasadas en los huevos embrionados,
porque se conoce la posicion de cada mutacion y se puede deducir su efecto sobre el virus, es decir, el motivo de la
atenuacion.

Usando su enfoque de genética inversa, los presentes inventores han identificado diversas mutaciones que hacen que
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el virus tenga niveles reducidos de patogenicidad. Los niveles de patogenicidad pueden reducirse de manera que
cuando el virus se administra a un huevo embrionado, es capaz de replicarse sin ser patégeno para el embrién. Dichos
virus pueden ser adecuados para la vacunacion in ovo, lo que es una ventaja significativa y supone una mejora con
respecto a las vacunas atenuadas contra el IBV producidas tras multiples pasadas en huevos embrionados.

Asi pues, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un coronavirus atenuado, vivo, que comprende una
variante de gen de la replicasa codificante de poliproteinas que comprenden una mutacion en nsp-14, en donde la
variante del gen de la replicasa codifica una proteina que comprende una mutacién de aminoacidos de Val a Leu en
la posicion correspondiente a la posicion 393 de SEQ ID NO: 7.

La variante del gen de la replicasa puede codificar ademas una proteina que comprende una o mas mutaciones de
aminoacidos seleccionadas de la lista de:

de Pro a Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6,
de Leu a lie en la posicion 183 de SEQ ID NO: 8;
de Val a lie en la posicion 209 de SEQ ID NO: 9.

El gen de la replicasa puede codificar ademas una proteina que comprende la mutacion de aminoacidos de Pro a Leu
en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6.

El gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende las mutaciones de aminoacidos de Val a Leu en la
posicion 393 de SEQ ID NO: 7; de Leu a lie en la posicién 183 de SEQ ID NO: 8; y de Val a lie en la posicion 209 de
SEQ ID NO: 9.

El gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende la mutaciones de aminoacidos de Pro a Leu en la
posicion 85 de SEQ ID NO: 6; de Val a Leu en la posicion 393 de SEQ ID NO: 7; de Leu a lie en la posicion 183 de
SEQ ID NO: 8; y de Val a lie en la posicion 209 de SEQ ID NO: 9.

El gen de la replicasa puede comprender una o mas sustituciones de nucleétidos seleccionadas de la lista de:

de C a T en la posicion de nucleétido 12137;

de G a C en la posicién de nucledtido 18114;

de T a A en la posicion de nucledtido 19047; y

de G a A en la posicion de nucleotido 20139;

en comparacion con la secuencia mostrada como SEQ ID NO: 1.

El coronavirus puede ser un virus de la bronquitis infecciosa (IBV).
El coronavirus puede ser IBV M41.

El coronavirus puede comprender una proteina S, al menos parte de la cual sea de un serotipo del IBV distinto de
M41.

Por ejemplo, la subunidad S1 o la proteina S completa pueden ser de un serotipo del IBV distinto de M41.

El coronavirus de acuerdo con el primer aspecto tiene una patogenicidad reducida en comparacién con un coronavirus
que exprese una replicasa de tipo silvestre correspondiente, de modo que cuando el virus se administra a un huevo
embrionado, es capaz de replicarse sin ser patégeno para el embrion.

En un segundo aspecto, se proporciona una variante del gen de la replicasa como se define en las reivindicaciones.

En un tercer aspecto, se proporciona una proteina codificada por una variante de gen de replicasa de coronavirus
como se define en las reivindicaciones.

En un cuarto aspecto, se proporciona un plasmido que comprende un gen de la replicasa como se define en las
reivindicaciones.

En un quinto aspecto, se proporciona un método de creacion del coronavirus como se define en las reivindicaciones
que comprende las siguientes etapas:

(i) transfectar un plasmido de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencién a una célula hospedadora;

(ii) infectar la célula hospedadora con un virus recombinante que comprende el genoma de una cepa de coronavirus
con un gen de la replicasa;

(iii) permitir que se produzca una recombinacion homéloga entre las secuencias del gen de la replicasa en el
plasmido y las secuencias correspondientes en el genoma del virus recombinante para producir un gen de la
replicasa modificado; e
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(iv) seleccionar el virus recombinante que comprende el gen de la replicasa modificado.
El virus recombinante puede ser un virus vaccinia.

El método también puede incluir la etapa:
(v) recuperar el coronavirus recombinante que comprende el gen de la replicasa modificado del ADN del virus
recombinante de la etapa (iv).

Se proporciona una célula capaz de producir un coronavirus de acuerdo con el primer aspecto.

En otro aspecto, se proporciona una vacuna que comprende un coronavirus como se define en las reivindicaciones y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe en el presente documento un método de tratamiento y/o prevencion de una enfermedad en un
sujeto que comprende la etapa de administrar una vacuna de acuerdo con la invencion al sujeto.

Otros aspectos de la invencién proporcionan:
* la vacuna como se define en las reivindicaciones para su uso en la prevencion de una enfermedad en un sujeto.

También se describe en el presente documento el uso de un coronavirus de acuerdo con el primer aspecto en la
fabricacién de una vacuna para tratar y/o prevenir una enfermedad en un sujeto.

La enfermedad puede ser bronquitis infecciosa (BI).

El método de administracién de la vacuna puede seleccionarse del grupo que consiste en; administracién de gotas
oculares, administracion intranasal, administracion en agua potable, inyeccion posterior a la eclosion e inyeccién in
ovo.

La vacunacion puede ser mediante vacunacion in ovo.

La presente invencién también proporciona un método de produccion de una vacuna como se define en las
reivindicaciones que comprende la etapa de infectar una célula como se define en las reivindicaciones con un
coronavirus como se define en las reivindicaciones.

Descripcion de las figuras
Figura 1 - Cinética de crecimiento de M41-R-6 y M41-R-12 en comparacion con M41-CK (M41 EP4) en células CK

Figura 2 - Signos clinicos, tos metalica y respiracion sibilante, asociados con M41-R-6 y M41-R-12 en comparacion
con M41-CK (M41 EP4) y Beau-R (Las barras muestran la simulacién, Beau-R, M41-R 6, M41 - R 12, M41-CK EP4
de izquierda a derecha de cada punto de tiempo).

Figura 3 - Actividad ciliar de los virus en anillos traqueales aislados de traqueas tomadas de polluelos infectados.
El 100 % de la actividad ciliar indica que no hay efecto producido por el virus; apatégeno, el 0 % de actividad indica
la pérdida completa de la actividad ciliar, la ciliostasis completa, que indica que el virus es patdgeno (las barras
muestran la simulacion, Beau-R, M41-R 6, M41-R 12, M41-CK EP4 de izquierda a derecha de cada punto de
tiempo).

Figura 4 - Signos clinicos, tos metalica, asociado con M41R-nsp10rep y M41R-nsp14,15,16rep en comparacién
con M41R-12 y M41-CK (M41 EP5) (Las barras muestran la simulacion, M41-R12; M41 R-nsp10rep; M41 R-
nsp14,15,16rep y M41-CK EP5 de izquierda a derecha de cada punto de tiempo).

Figura 5 - Actividad ciliar de M41R-nsp10rep y M41R-nsp14,15,16rep en comparaciéon con M41-R-12 y M41-CK
en anillos traqueales aislados de traqueas tomadas de polluelos infectados (las barras muestran la simulacion;
M41-R12; M41R-nsp10rep; M41R-nsp14,15,16rep y M41-CK EP5 de izquierda a derecha de cada punto de
tiempo).

Figura 6 - Signos clinicos, tos metalica, asociado con M41R-nsp10, 15rep, M41R-nsp10, 14, 15rep, M41R-nsp10,
14, 16rep, M41R-nsp10, 15, 16rep y M41-K en comparacién con M41-CK (Las barras muestran la simulacion,
M41R-nsp10,15rep1; M41R-nsp10,14,16rep4; M41R-nsp10,15,16rep8; M41R-nsp10,14,15rep10; M41-K6 y M41-
CK EP4 de izquierda a derecha de cada punto de tiempo).

Figura 7 - Signos clinicos, respiracion sibilante, asociado con M41R-nsp10, 15rep, M41R-nsp10, 14, 15rep, M41R-

nsp10,14, 16rep, M41 R-nsp1 0, 15, 16rep y M41-K en comparacion con M41-CK (Las barras muestran la
simulacion, M41R-nsp10,15rep1; M41R-nsp10,14,16rep4; M41R-nsp10,15,16rep8; M41R-nsp10,14,15rep10;
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M41-K6 y M41-CK EP4 de izquierda a derecha de cada punto de tiempo).

Figura 8 - Actividad ciliar de M41R-nsp1 0, 15rep, M41 R-nsp1 0, 14, 15rep, M41R-nsp10, 14, 16rep, M41R-nsp10,
15, 16rep y M41-K en comparacién con M41-CK en anillos traqueales aislados de traqueas tomadas de polluelos
infectados (las barras muestran la simulacion, M41R-nsp10,15rep1; M41R-nsp10,14,16rep4; M41R-
nsp10,15,16rep8; M41R-nsp10,14,15rep10; M41-K6 y M41-CK EP4 de izquierda a derecha de cada punto de
tiempo).

Figura 9 - Cinética del crecimiento de rIBV en comparacion con M41-CK en células CK. La Fig. 9A muestra los
resultados para M41-R y M41-K. La Fig. 9B muestra los resultados para M41-nsp10 rep; M41 R-nsp14, 15, 16 rep;
M41 R-nsp1 0, 15 rep; M41 R-nsp10, 15, 16 rep; M41R-nsp10, 14, 15 rep; and M41R-nsp10, 14, 16.

Figura 10 - Posicién de las mutaciones de aminoacidos en las secuencias mutadas de nsp10, nsp14, nsp15 y
nsp16.

Figura 11 - A) Tos metalica; B) Sintomas respiratorios (respiracion sibilante y estertores combinados) y C) Actividad
ciliar de rIBV M41R-nsp10,14 rep y rIBV M41R-nsp10,16 rep en comparacion con M41-CK (Las barras muestran
la simulacion, M41R-nsp10,14rep; M41R-nsp10,16rep y M41-K de izquierda a derecha de cada punto de tiempo).

Descripcion detallada

La presente invencion proporciona un coronavirus que comprende una variante del gen de la replicasa que, cuando
se expresa en el coronavirus, hace que el virus tenga una patogenicidad reducida en comparacion con un coronavirus
correspondiente que comprende el gen de la replicasa de tipo silvestre.

CORONAVIRUS

Gammacoronavirus es un género de virus animales que pertenece a la familia Coronaviridae. Los coronavirus son
virus con envoltura que tienen un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo y una simetria helicoidal.

El tamafio genémico de los coronavirus varia de aproximadamente 27 a 32 kilobases, siendo el tamafio mas largo de
entre todos los virus de ARN conocidos.

Los coronavirus infectan principalmente el tracto respiratorio superior o el tracto gastrointestinal de mamiferos y aves.
Se conocen de cinco a seis cepas diferentes de coronavirus que infectan a los seres humanos. El coronavirus humano
mas publicado, el SARS-CoV, causante del sindrome respiratorio agudo grave (SARS), tiene una patogenia Unica,
porque causa infecciones del tracto respiratorio superior e inferior, y también puede causar gastroenteritis. El
coronavirus del sindrome respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV) también causa una infeccién en el tracto
respiratorio inferior en los seres humanos. Se cree que los coronavirus causan un porcentaje significativo de todos los
resfriados comunes en adultos humanos.

Los coronavirus también causan una variedad de enfermedades en animales de ganado y mascotas, algunas de las
cuales pueden ser graves y suponen una amenaza para la industria agricola. Los coronavirus econémicamente
significativos de animales de ganado incluyen el virus de la bronquitis infecciosa (IBV), que causa principalmente
enfermedades respiratorias en pollos y que afecta gravemente a la industria avicola en todo el mundo; el coronavirus
porcino (gastroenteritis transmisible, TGE) y el coronavirus bovino, que provocan diarrea en animales jovenes. El
coronavirus felino tiene dos formas, el coronavirus entérico felino es un patégeno de menor importancia clinica, pero
la mutacion espontanea de este virus puede provocar peritonitis infecciosa felina (FIP), una enfermedad asociada con
una alta mortalidad.

También hay dos tipos de coronavirus canino (CCoV), uno que causa la enfermedad gastrointestinal leve, y uno que
ha resultado ser causante de la enfermedad respiratoria. El virus de la hepatitis de ratén (MHV) es un coronavirus que
causa una enfermedad epidémica murina con una alta mortalidad, en especial, entre colonias de ratones de
laboratorio.

Los coronavirus se dividen en cuatro grupos, como se muestra a continuacion:
Alfa

» Coronavirus canino (CCoV)

» Coronavirus felino (FeCoV)

Coronavirus humano 229E (HCoV-229E)
Virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV)
Virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV)
Coronavirus humano NL63 (NL o New Haven)
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Beta

» Coronavirus bovino (BCoV)

Coronavirus respiratorio canino (CRCoV): comun en el sudeste asiatico y en Micronesia

Coronavirus humano OC43 (HCoV-OC43)

Virus de la hepatitis de ratén (MHV)

Virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina (HEV)

» Coronavirus de rata (RCV). El coronavirus de rata es bastante frecuente en el este de Australia, donde, en
marzo/abril de 2008, se ha encontrado entre colonias de roedores nativos y salvajes.

* (Sin nombre comun hasta el momento) (HCoV-HKU1)
Coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV)

» Coronavirus del sindrome respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV)

Gamma

» Virus de la bronquitis infecciosa (IBV)

» Coronavirus de Turquia (virus de la enfermedad de Bluecomb)
» Coronavirus del faisan

» Coronavirus de la pintada

Delta

» Coronavirus del bulbul (BuCoV)

» Coronavirus del tordo (ThCoV)

» Coronavirus de Lonchura (MuCoV)

» Coronavirus porcino (PorCov) HKU15

La variante del gen de la replicasa del coronavirus de la presente invencion puede derivarse de un alfacoronavirus tal
como TGEV; un betacoronavirus tal como MHV; o un gammacoronavirus tal como IBV.

Como se usa en el presente documento, la expresion "derivado de" significa que el gen de la replicasa comprende
esencialmente la misma secuencia de nucledtidos que el gen de la replicasa de tipo silvestre del coronavirus relevante.
Por ejemplo, la variante del gen de la replicasa de la presente invencion puede tener hasta un 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 98 % 0 99 % de identidad con la secuencia de replicasa de tipo silvestre. La variante del gen de la replicasa de
coronavirus codifica una proteina que comprende una mutacién en una o mas proteinas no estructurales (nsp)-10,
nsp-14, nsp-15 o nsp-16 en comparacién con la secuencia de tipo silvestre de la proteina no estructural.

IBV

La bronquitis infecciosa aviar (Bl) es una enfermedad respiratoria aguda y altamente contagiosa de los pollos causante
de importantes pérdidas econémicas. La enfermedad se caracteriza por signos respiratorios que incluyen jadeos, tos,
estornudos, estertores traqueales y secrecion nasal. En los pollos jévenes, se puede presentar dificultad respiratoria
grave. En las capas, la dificultad respiratoria, la nefritis, la disminucién de la produccién de huevos, y la pérdida de
calidad interna del huevo y de calidad de la cascara del huevo son comunes.

En los pollos de engorde, la tos y el traqueteo son signos clinicos comunes, extendiéndose rapidamente a todas las
aves de la instalacién. La morbilidad es del 100 % en los conjuntos de aves sin vacunar. La mortalidad varia segun la
edad, la cepa del virus y las infecciones secundarias, pero puede ser de hasta el 60 % en los conjuntos de aves sin
vacunar.

El primer serotipo de IBV que se identificé fue Massachusetts, pero, en Estados Unidos, varios serotipos, incluyendo
Arkansas y Delaware, se encuentran actualmente en circulacién, ademas del tipo de Massachusetts identificado
originalmente.

La cepa del IBV Beaudette se obtuvo después de al menos 150 pasadas en embriones de polluelo. El IBV Beaudette
ya no es patdgeno para las pollos eclosionados, pero mata rapidamente a los embriones.

H120 es una cepa comercial de vacuna atenuada viva del serotipo de IBV Massachusetts, atenuada mediante
aproximadamente 120 pasadas en huevos de pollo embrionados. H52 es otra vacuna de Massachusetts, y representa
un virus de una pasada anterior y ligeramente mas patégeno (pasada 52) durante el desarrollo de H120. Las vacunas
a base de H120 se usan comunmente.

Bl QX es un aislado de campo virulento del IBV. A veces se le conoce como "QX chino", ya que se aislé originalmente
después de brotes de la enfermedad en la region china de Qingdao a mediados de la década de los 90 del siglo
pasado. Desde entonces, el virus se ha extendido hacia Europa. Desde 2004, se han identificado problemas graves
de produccién de huevos con un virus muy similar en partes de Europa occidental, predominantemente en los Paises
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Bajos, pero también se ha informado de casos producidos en Alemania, Francia, Bélgica, Dinamarca y Reino Unido.

El Instituto de Investigacién holandés de Deventer identifico el virus aislado de los casos holandeses como una nueva
cepa que denominaron D388. La conexion con China provino de otras pruebas que mostraron que el virus era un 99 %
similar a los virus QX chinos. Ahora se ha desarrollado una cepa de vacuna viva atenuada del IBV de tipo QX.

El'IBV es un virus con envoltura que se replica en el citoplasma celular y que contiene un genoma de ARN de sentido
positivo no segmentado, monocatenario. El IBV tiene un genoma de ARN de 27,6 kb y, como todos los coronavirus,
contiene las cuatro proteinas estructurales; Glicoproteina pico (S), proteina de membrana pequefia (E), proteina de
membrana integral (M) y proteina de nucleocapside (N) que interactua con el ARN genémico.

El genoma se organiza de la siguiente manera: UTR de 5' - gen de la polimerasa (replicasa) - genes de proteinas
estructurales (S-E-M-N) - UTR de 3'; donde la UTR son regiones no traducidas (cada ~500 nucleétidos en IBV).

La envoltura lipidica contiene tres proteinas de membrana: S, M y E. La proteina S del IBV es una glicoproteina de
tipo | que se oligomeriza en el reticulo endoplasmatico y se ensambla en un homotrimero insertado en la membrana
del virién a través del dominio transmembrana y se asocia a través de interacciones no covalentes con la proteina M.
Tras la incorporacion a particulas de coronavirus, la proteina S es responsable de la unién al receptor de la célula
diana y la fusién de las membranas viricas y celulares. La glicoproteina S consiste en cuatro dominios: una secuencia
sefial que se escinde durante la sintesis; el ectodominio, que esta presente en el exterior de la particula de virion; la
regién transmembrana responsable de anclar la proteina S en la bicapa lipidica de la particula de virion; y la cola
citoplasmatica.

Todos los coronavirus también codifican un conjunto de genes proteicos auxiliares de funcion desconocida que no son
necesarios para la replicacion in vitro, pero pueden desempenar un papel en la patogénesis. El IBV codifica dos genes
auxiliares, genes 3 y 5, ambos expresan dos proteinas auxiliares 3a, 3b y 5a, 5b, respectivamente.

la variante del gen de replicasa del coronavirus de la presente invencion puede derivarse de un IBV. Por ejemplo, el
IBV puede ser IBV Beaudette, H120, H52, IB QX, D388 o M41.

El IBV puede ser IBV M41. M41 es un serotipo Massachusetts prototipo que se aislé en EE.UU. en 1941. Es un aislado
usado en muchos laboratorios de todo el mundo como una mancha de laboratorio patégena y se puede obtener de
ATCC (VR-21™). Varios productores de vacunas también usan variantes atenuadas como vacunas de IBV contra
serotipos Massachusetts que causan problemas en el campo. Los presentes inventores escogieron usar esta cepa,
ya que habian trabajado durante muchos afos en este virus, y porque se dispone de la secuencia completa del genoma
del virus. El aislado de M41, M41-CK, usado por los presentes inventores se adapté para crecer en células primarias
de rifidn de pollo (CK) vy, por lo tanto, se consideré susceptible de recuperarse como un virus infeccioso de un ADNc
del genoma completo. Es representativo de un IBV patdgeno y, por lo tanto, puede analizarse en busca de mutaciones
que causen la pérdida o reduccion de la patogenicidad.

La secuencia genodmica del IBV M41-CK se proporciona como SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 1 Secuencia del IBV M41-CK

ACTTAAGATAGATATTAATATATATCTAT CACACTAGCCTTECGCTAGAT TTCCAACTTA
ACARAACGGACT TARATACCTACAGCTGETCCTCATAGGTGT TCOATTGCAGT GCACTTT
AGTGCCOT GGCACCTGECCACCTGTCAGGTTTTTGT TAT TARAAT CTTAT TGTTGE
TGGT TECTTGTTTTECCETGTCTCACTT TATACATCCETTGCTTGGGCTACCTAG
TATCC T ACGGECGCCETGECTGETTCGAGTGCGA GARCCTCTGGTTCATCTA
cjk,cmmum/cz(act CTGTGGAAGTAGCACTTCAGACETACCEGTTC TG TG GTGARATAC
GGGGTCACCTCCCCCCACATACCTCTRAGGGCTTTTGAGC :f:u%cc;fz" 'GGGCTACGTTCT
CGCATRAAGGTCGGCTATACGACGTTTGTAGGEGETAGTC CCCCTGAGGTGAC
AGGTTCTGGT ;s]"‘ TTTAGTGAGC ATACARTAGACAGTG nnc '1':{:::??'” BAGC
CTAABACAGGE] CTAMGGGATGTCATTCTTGTATCCAARGACAT TCCT
GAACARCTTTGTG CGCT”T« TTTTTCTATACG \JPCACAACCCT'““JLATLAC C.TCAT
GCTTTTGCAGTTAGGCAGRAAGTTTGATCCTAATCTGCAGACTGGS
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AACTTTTGAAGACAGT! [GETCTCTTACTGTA
CTTGATGAAATTTTTGACCCTACTGARATAL

SO T TG
CGCAGGCTTGET

CCCTTTGCAAGAAANTATCETC
GAARACA ’”’“("'3/ TGCTCGETGCACARACT
TGGUTTCAGGTGECAGCAARARTCCAAGTTTCGGCTATGGCGATG
GAAGTARC ”CJCZ‘«A}\_AF"“CAT“’”""‘GLTTTC’G CTCART ”“”GA\’—?T-"T'C“ CTTTTC F'AGP\TT
TTTAAACAACARAATAGTCAGAATTTTTCAARAAAGCCGCTGGCTATTTTTGAGAATGTGAGT
GAATTACCACAGCGTATTGCAGCACTTAAGATGGCTTTIGCTAAGTGTGCCAAGTCCATT
ACTGTTGTGGTTATG GRCAGCP\ TCTAGTTGTTAGAGAGTTCGCAGGAACTTGTCTTGCA
AGCATTAATGGTGCTGTTGCAARATTCTTTGAAGAACTCCCARATGGTTTCATGGETGCT
ya

el

AAARTTTTCACTACACTTGCCTTCTYTAGGGAGGCTGCAGTGRAAAATTGTGGATAACAT
CCAAATGCACCGAGAGGCACTARAGGGTTTGAAGTCGTTGGTAATGCCARAGGTACACAR
GTTCETTGEIGCETGGCATGCCARATGACT TAACACTGCTTGACCAANAAGCTGAAATT

cCT
GTGGAGTCAGAAGGTTGGTCTGCAATTTTCGLTGGACATCTTTGCTATGTCTTTAAGAGT
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GGTGA G CACCTCTTTCAGGAAATTTTGCATTGCATGATGTGCATTGT
TGCTG CTTTCTGATGCTGTAACACCGGAGATARATGATGGACTTATT
CTTGECAGS TAL FCTTTTAGTGTCGCAGAR ¥T"‘F'TG\’;CACF' CATTAARAAGGGET

GAAC ' TTT GTCA LAZ “TTTG GTATGCAAAGGATGCAGCAGTTICTTIT
L«T”‘“"””“Tu?\f«uf""‘f”TTTC‘Z\?-&T AGCGCGTGETG
CACTTACTGAAAAGTCTTTTGAATTCTGGAGGCTTGCA
_AZ\JJGT"}CGTZ-‘LZ-\T J‘ ‘CGZ\I \GAATTTGTTAAGACTTGITTTTGTAAGGCTCAAATG
GCGATTGTGATTTTAGCGS CTTGGAGAGGGCATTTGGCATCTTGTTTCGCAAGTC
ATCTATAAAGTACGTG &F‘T?\J AGTTGTTGACTTITGTGAAARAATATTGGARA
GGTTTTTGETGCE GCTAAGCTCATTGTCACT
CACAGCAT TGCTGE
AGTTTTARGAAGTGTGCACTTGETY (1:\ LV[ ATGGAGACTTG

GYGCACAARATTATTCARGAGGGCGATGAA l‘:‘*‘r"’""f GTTTGACG

D
"LA .‘I'.\\

TATGS

2

ACCCTOTGTETTT
VAACCCTCTGETGETTTTC

TATGTAT

SNEPITHAITI I AT R T N
CTiC €3 f\r‘f‘:(’r'&\/\

CATTGATAGTATTGAT
TGA [ ANTGTG
P GGATGACGGARAGAACTAC

ST VT e e
CAGCTTGGET

AY
A

T CATCTCEOTETTCT IO AT TGATTCAT TTTGATGTTTG
GUIGAAGATCTGGEGTGITTGTTCAAGAARA z—\fl,[ fA (w/sJ_ [\ :“l PPGEATGETTT

LAz AT LATAIAT

ACACTTCCAG Awh?\ CCARCCCGETCATA
ATGTTCTTCCGCTTCAAARAGGATGAGAACATT
TAATGTGGET AAAGCAGGCGGET

AATACCACCACCTGATGTTGT ].".[""l“;

T '['T G G Al SAz WVACTACTGTG
FGTTGTGGTGARA
ARTACANTCTTCAARAAGGUT TATAAGGAGCCCATTG AGACAGAC
GAACAATTGCTCTCTETGGTCTATGAGARARTGTGTGATGATCTCAAGCTGT
CAGAACCACCACCATTTGAGARTGTCACACTTGTTGATARAGAATGGTARA

CATAAPATCATGCCATCTGAT

ACAG ]“ T
n e

~ e
CCGGAGECTC

GATT

O el er e ole Ul ey uler-vel
EICT VR TGAGAGCGATGATGAC

ATCGAGGAAGAAGATGCAGAAGAAT GT GACACGGATTCAGGTGATGUTGAGGAGTGTG
ACTAATTCAGAATGTGAAGAAGAAGATGAGGATACTAAAGTGTTGGCTCTTATACAAGAC

CCGGCAAGTAACAAATATCCTCTGCCTUTTGATGATGATTATAGCETCTACARTGGATGET
ATTGETTCATRAAGCACGCTCTCCGATGTTGTGAATTTACCATCYGETGAAGARACCTTTGTT
G’l‘ *, \ATARCTG "TGARGGGGCTGTTARAGCTCTTCCGCAGARAGTTATTGATGTTC
VCTGGGEGET GAGGCTGTTGATGCLECARAGARCAATTGTGTCAACAAGAATCAACTCG
AATCAGTTGAGGGET TTTACTGETAGTTGTGATCGCAATGGCTGAA
\GCAGGAAATAGTACCTGTTGT TGARCAALGTCAGGATGTAGTTGTT
CTGCAGACCTAGARAGT ].'P«J%C%A. ACAGCAGAAGAGGTTGATGAGTTTATT
CTCATTTCTGCTGTCCCTARAGAA WGTTGTGTCTCAGGAGARAGAGGAGCCACAGGTT
GAGCAAGAGCCTACZCCTAGTTGTTA A \GCACAACGTGAGARGA LAGUCL’A WARAGTTCARA
GT ’I‘AAAC( AGCTACATGTGAARARACCCAAATTTTTGGAGTACARAAAC '\”'H‘] =TGG 5"” AT
TTGGCTGTTGTAATTGCCARAGCATTGGATGAGT TP\}‘;AGAGTTCT’ TTGTAAACGECT
GCAAATGAGCACATGTCGCATGETGGTGGCOGTTGCARAGGCAATTGCAGACTTTTGTGGA
CCGGACTTTIGTTGAATATTGCGCGGACTATGTTA ,GF—\.AACAT" CTCC R CAGCAAARAACTT
GTCACACCTTCATTTGTTARAAGGCATTCAATGTGTGAATAATCTTGTAGGACCTCGCCAT
GGAGACAGCAACTTGCGTICAGAAGCTIGTTGCTGCTTACAAGRACTGTTCTITCTAGGTGGA
GTGGETTAACTATCTTGTCGCCAGTTCTCTCAT CAGGGATTTTTCGTGTAGATTTTARAATA
TCAATAGATGCTATGCGCGAAGCTTTTAARGS GCCATACGCGTTCTTTTATTTTCT
CTGAGTCAAGAACACATCGATTATTTCGATGCAACTTGTAAGCACANGACAATTTAT
ACGGAGGATGGTGTTAAATACCLCTCTGTTGTTTTAAAACCTGETGATTCTTTGGGTCAR
TCGACAGGTTTTTGCAACGAANTAAGGTAGTCTTTTCGGCTCGATGATGTTCAGGATAAA
GAAATCCTCTTTATACCCACAAC GA\ CAAGACTATTCTTGAATATTATGGTTTAGATGCG
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CARAALG AACA

CPATGET

GTTCAATATAGAGAC

AT TGCARACGCTTGCGT
A,,Z‘UF"]?‘T"],“GT'I‘ATA’] TAGAGTGGCETGACGGARATTGCTGGATTAGTTCAGCAATAGTTCTC
CTTCAAGCTGCTARAATTAGATTTARAGETT AAGCATGGGCTARACTGT TG
GGCTGGAGATCCTACAGACTTTGTTGCCTGGTGTTATG! ’\A:\GMT(:\:L_‘\‘AT(JCTALL‘7\F. AGE

GATTTTTCAGATCGCTAATTGGCTTTTGGCCAATTTAGCAGAACATTTTGACGCAGATTAC
ACARATGCACTTCTTAAGRAAGTGTGTGETCGTG l}\TT“"ﬁ S TGTTAAGAGTTATGARCTT
AGGGGETCTTGAACCCTGTATTCAGCCAGTTCGAGCACTT “’?f'TTCTACnTTTT AARAACG
CAATATTCAAATTGCCCRAACCTGTGGETGCAAGTAGTACGGATGAAGTAATAGAAGCTTCA
TTACCGTACTTATTGCTTTTTGCTACTGATGGTCCTGCTACAGTTGATTGTGATGAARR
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GCTGTAGGGACTGTTGCTTTTCATTGGCTCTACTRAATAGTGGCCATTGTTATACACAAGCT
GATGGTAAGGCTTTTGACAATCTITGCTAAGCATAGAARATTTGGANGGAAGTCCCCTTAC
ATTACAGCAATGTATACACGTTTTTCTCTTAGG GARARTCCCCTACTTGTTGTTGAR

L)
CATAGTAAGGGTAAAGCTAARAGTAGTARARNGAT

- ; TA L CTTCOTACTAGTTCT
ARAGCCAGTTTITGACGAY ‘TTA””GACTTTUI—\ACZ‘« TGATAGCARCATCTATCGAG

AGTCTTAAAGTGCAGGAGACACCTGATAATCTY TGTGTCATTTACE C“m
GAAGATTCTAAGTTGCCACTGACACTTAAAGTTAGAGGETA TC*\ AATCAGTTGTTGA
AGGTCTAAGGATCETTTTACTTATAAGTTAACACCTGATACTCGATGAAAATTCAAR
CAGTCTACTACCCAGTCT 'GGP«_L”“CTAT' GTC‘TTP«_"?GGLJ ATATGGGTTEAAG
GCTAATTTTGT‘ GTTGGGEC A TCTCCGAATTCC
TGGGAARATGCCGAGAGCT VTTGATGGTGTAACTATGEGEC
CTITGOCOTGCCACAACACCTTAATAANCCTAATT ’“"T-P«_’—?Z\G
ARRGCTATTGTTGGATCTAGTETTGTTACTACG
GCT ATACGTTGICG!
A ’3(7 b4 ROURIN [GGATT WCACGTGGCCATT [ GAAAD rj}%AAd'h

TR Ty T e T
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TTCGTE
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RGO e (‘lrlrnl*\(—*(‘t DOCTT ATACTGTCETTTATA
SAAGT ]3 CC‘P (”"’ 73(7] m]"[ ACGTGETGCTAGACTTCCTATTTGARGE] [‘

TCTTTATGTGGT TET

e r[ el In3 CAR,

TAC

2CT

GCAGGTGATTT

& I ACTTGTCGTGTGTGET ;
\] i u\,z\CC ACTTTAR
[TCTARTAT TUGTTAAMGCCAGTGGCAGGTTTTGTTATT
AGTATTTGGTAT TGAGTTCAACTGTGTTGCAARACTGGTGTAGET
TTTCTAGATTGETTTGTAARAACAGTT TTTACCCATTTTAATT TTATGGGAGUGGGATTT
TACA WCAAGTGCATCATA [TGTACTGTARGGAT
CACGCAGCRAACAGHCE

ACACTAATTCT

o

e llelal
IRECIC Oy,

CATGCTTAT

LT A

“ 7
\GAACAI

e T 7 T
AATTGGCTTTAY

ATTTGTTATI

TR

S

fCTGGCTCTTT

FITORCR
GTARN

GUIGETGGACGCAAL

STl

ATGTGAAGTGTGCAAGAGAGTT
~CAAATAGTGCATGET]

TATAACTTTIGTAA

AGACATAATTGETATTGTAGARRTTGTGATGATTATGGTCACCARARATACATTTATGT C(Z

CCTGAAGTTGCTGGCGAGCTT TCTGARAAAGCTTAAGCGCCAT [AT

[ARACCTACAGCATA
ACCACGTTGTGTATGAGGCATGCETGETTGATGATTTTGTTAATTTARAATATARG
=CAAT SGTAAGGATAATGCATCTTCTGCTGTTAAGTGTTTCAGTGTTACAGAT
ik ".[“;.L‘a}‘\.AGAAA GCTGTET PBAGGAGGCAT TGARAATGTGAACAAATATCTAATGAT
TTTTATAGTGTGTAATA AGTGCGCAT AGAGGARAGCARAGAATGCAGT
TATTATGCGCAATATC GTA ACLCAAJA("[ TA ]‘Z—\Li’l"l‘()A’\Iixn(:b(l WCTTTAT
CAARTTAATAGTAGAGCCTGTG SAGTGTTATAGATAAR GCATTTYGETCT
ATALATATCTGTAGATACTGCAGCT TTAAL "”‘"A TAAGGCAGGCAC RC”I"[ CGTGATECT
TCTATTACTAAAGACGARGAAGCCGTAGATATGGCTATCTTCTYGCCACAATCAT
ARTACACTGGTGACGGTTTTACTAATGTGATACCGTCATATGGTATGGACALT
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GATAAGTTGAC““'T GTGATA AGG@TTTTT ATARATGCAGATGCTTCTATTGCTAAT
TTAAGAGTCAAARATGCTYCCTCCGGTAL T“m“bAA”TT”W m’ﬁT”””“”TAﬁ“”mGTCT
GACAGTTGCCTTARATATTTARTTTCAGCTA “h“T”Aﬁ GGAGGT GTTTCTTTATA
ACAAAGTCTGCTGCTAAARCAAGTTATTTCTTGTCATA AG“AACTGTTGﬁT GAGARA
AAGGCAGGTGGTETTATTAATARACA CTTTTAAPTCG'T”ALG WGTTGTTTTARATGEC TT
TTTGTCTITTATATACTTTTTACAGCATGTTGTTTGGETTACTACTATATGGAGATGAAT
AA?XG“TTTGLT”Au CCATGTATGATGTAAACTCCAL

CZ-‘CL GCATGTTGAAGGCTTCARA
CARAGGTGTTATTAGAGAGATTGTGTCAGAAGATAATTGTTTCTCTAATAAG
GCACGCCTTTTGGGEE ?@«_ATCALATGP«}J\ ATAATAARANACTGETCCAATT
“C”T“TAG}‘NC-JTuL«L GGGACAGTAGCTCTTGGTGTTCCTGGTTTTGTATCA
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MIGTGCATATGACACAGACT
A GTTGGETT 'A(‘AC'”C AGGATTCAATTATCACTGAG
GGTAGTTITTATACATCTATAGCATTATTTTCTGCTAGATGTTTATATTTAACAGCCAGC
AATACACCTCAATTGTATTGTTTTAATGGCGACAATGATGCACCTGGAGCCTTACCATIT
GGETAGTATTATTCCTC PWABA..QTATLCTTCCI—LA CCTARTGGTGTTAGGCTTATAGTTCCA
CAACAAATACTCGCATACACCCTACATAGTGAAGTTTGTITCAGACAGCTATTGTAGAGGET

~
A

[CGTAGACCTTRGE

TOCETTATGCATCETETTATCT

ATTCCTACCTGETTTART AGAGAARTT

AGTGTATCTGAGTATACTAAACCAGGTTACTGTGTGTCACTAGACTCCCAATGGGTTTTG
TTTAATGCATGAATACATTAGTARACCTGGECGTTITICTG TUG"‘T CTACTGTTAGAGAACTT
ATGTTTAATATGCTITAGTACATTCTITACTGGTGTCAACCCTAATATTTATATTCAGCTA

ARCTATGTTTTTAATACTAGTTGTTATTGTG "'Tﬁ'“T”"’“ﬁ"’r ARTGGTTATAAAGTTT
CAARGGTGTITITAAAGCTTATGCGCACCATTGTIGTTTACAATARTGCTTAGTTTGGGTTATT
AATGCATTTGTITTTGTGTGTACATAGTTATAATACGTGTTTTAGCTGTTATATTATTAGTA
CTCTATTGCTATGCATCATTGGTTACAAGTCGCAATACTGCTATAATAATGCATTGTTGG
CTTGTTTTTACCTTTGGTITTAATAC TACCC?‘ CATCGGTTGGCTTCTTGCTATCTGGGATTT
ATTCTTTATATGTACACACCGTTGGTTTTCTGGTGTTACGGTACTACTRAARAANTACTCCT
AACTTGTATGATGGCAACGA TTme G ATTATGACCTTGCTGCGAAGAGCACTTTT
GTTATTCOTGGTACTGAATTTGTTAAGCTTACGAATGAGATAGGTGATAAATTTGAAGCC
TATCTTTCTGCGTATGCTAGACTTAAATACTAT GG GTAGTGAGCAAGATTAC
TTGCAAGCTTGTCGTGCATGGTTAGCT TATGCTTTGGACK TAGAAATAGTGGTGTT
GAGGTTGTTTATACCCCACCGCGTTACTCTATT e - ACTACACGCTGGTTTT
AVAVAVAVLY, CTCCTAGTAGTGCTGTTGAGAAG ‘GCZ\LW' .TTKF' TGTCTCTTATACA
AGCAR AATGGACTGTGGCTGGETGEAT CACGCTATGTGTTA
AR
STCAGCAGGCGGCTTAARGGAGCA
"’“"(“ A L\’ GC "’G ARACTCCTAAGTATAAGTTTGTTARA
CACTATAGCTIGTTCTTATGGTGETACAGTTATAGGACTT
AT G(‘ "“"r"”"[ AATGGTACTATTAGAGCATCTT TCCTAGCAGGAGCCTGET
TAGARARAGGETGTAGT TAATTTCTTTTATATGCACCATCTT

CACTGGARCTGACCTAATGGGTGAGTTTTATGETGGTTAT

(0]

I

o
LAl

AARCCOTTE

STGETG!
CAAAAT Gw Tr'.

o TTTTAC el leiah Yaut
[TAAT FACARACTGCAGT

AZ'%JZ”]."

TA C‘C CTETCACT

GGCTCAGTTGGT TTTARTA

TTACCTART GO L\'*”-_ ;

\AAGAGTECCRACOR
AGAGTGECCACC

GTGETTAL 1s(wz—f\z’\ GUAGTTTTTCA
ALKGATTAC AGGTGGGECTAGTGATARTY ‘G“" ]"'["T
TTACTAAATTAAGTGCTATAACT GGGEGTTGATETT

T 7 7 YD AGTGATCCCATTT
SGTAAAAAGTGCTCARA iz AGTGATCCCATTTTA

"\"'l CA A\J.

A ACALATATTE]
ACARTAT TA

GAAGAGEG
GCH GCTCTA] 7GCC
T GGA'\ AGTACTACT
ACTCCATTTTCCACTAGTACTGCT
SGCACTATTATG
TGAAGACGAATTGACACCAGA
TAAGARAAGCTACATCT TTTTGGAGTAGATGTGTA
TTAGCTTGCTTCT TCTTTGTETTGTETGCTATTGTCTTATT TACGGCAGTGCCACTTARG
TTTTATCGTACATCGCAGCTGTTATTTTCTTGATGECTGTGCTCT T TATTTCT T TTACTGTT
ARACATGTTATGCGCATACATGGACACT TTCCTATTGCCTACATT CZ—\’:“ Th(*ﬁ\'\ TTATTATT
GG CTTGTGCTGAAGTCCCTTTCATATACAATACTCTARATTAGTCAAGTTGTTATTTTC
TTAAGCCAATGETATGATCCTGTAGTCTTTGA ATGGTACCATGGATGTTAT TG
TTAGTGETT C‘”_'AC CTGCTTTTARGTGTGT "UAA('"GV [GCTATAT "TTCAATACL
TEC CAGTTTATGARA TAGGTTTTGTTATTTA [CTTCARRAC
ACTCTTACTGCATATACAGAAGGTAATTGGGAGTTAT TCTTTGAGT T "(‘m' j Cf‘ ,nCTAr[ T
GTGTTGECTAATCTTAGTAGTAATTCCTTAATTGGETTTAATTCGTTTTTAAGTGETGCTARG
TCGATTTTATATTATYGCAATGCAACATACTTTAA MTAATGGCAGTCATG
GTTAATGGCATAGGCTGGCTTTGCACCTGTTACTTTGGATTGTATTGGTGEEGTTAATARAA
S TTTTTGCTTTAACCTTAGGTARATACAATTTTARAGTT TCAGTAGATCAARTATAGGTAT
ATGTGTTTGCATAA LG FAAATCCACCTAAAACTGTGTGGGAGGTCTTTACTACA ATATA
CTTATACAAGGAATTGGAGGCGATCGTGTGTTGCCTATAGCTACAGTGCAATCTARAATTG
AGTGATSGTAAACGTGTAC -‘ZACT\JTMGMTTTBAH CCAGCTTTTGACTAAGCTTAATGTTGAA
GCARATTCARARATGCATGCTTATCTTGTTGAGTTACACAATAAAATCCTCGCATCTGAT
GATGTTGGAGAGTGCATGGATAATTTATTGGGTATGCTTATAACACTATTTTGTATAGAT
TCTACTATTGATTTGGGTGAGTATTGTGATGATATACTTAAGAGGTCAACTGTATTACAEA

ACCTA
ACAACC AR
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CGTAAARCTCCTT
GGACAATATAAT

GUTAGGETTACAGTC
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TETTAATGOTETAT

falanl itlatatal

G

TCGGETTACTCAAGAGTTTTCGCACATACCCTCGTATGCTGAATATGAAAGAGCTAAGAGT
ATTTATGAAAAGCTTT T GCCGATTCTARL Z—TG\,T GOTOTAACACAGCAAGAGCTTGCT

GCATATCGTAARAGCTGCCAATATTGCARAGTC TTTT“’TAT:\ GAGACTTGGCTGTTCAR
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\GCOATGEGEOLAS

AAGAAGTTAGATAGCAT AACGTGCTATGS C s ARAGAGGCGCGTGETA
ACTGATAGAAGAGCARARTTAGTTTCATCATTACATG 4(2AC’1'ACTT'["‘””"(‘AA'[ SCTTAAG
AARRTAGATTCT ARGCTTAAT CTTAT CCAGGCGAATAGTGGETGTTGTACCC
CTAGCAARCTGTTCCAATTCTTTGTAGTAATAAGCTTACCCTIGTTATACCAGACCCAGAL
ACGTGGGETCAAGTGTGTGGAGGGTGTECATGTTACATATTCAACAGTTGTTTGGAATATA
GACTGTGITACTGATGCCGATGGCACAGAGTTACACCCCACTTCTACAGGTAGTGGATT G
ACTTACTGCTATARGTGLTGATAATATAGCATG GC’“TTTAAnGx‘TTAAT“T’“CTAGG?—‘ 2T
GGGCATAATAAGGTTGATGTTGCCTTGCARAATAATGAGCTTATGCCTCACGETGTARAG
ACARAGGCTTGCCTAGCAGETGTAGATCAAGCA CATT”'”AQC’ TTGAGTCTAAATGTTAT
AGTTCAGTTGTAGCTGCTATTACCTCTTCAAATCCTARATCTG
CAATGAGGCAGGTAATCAGATTTATGCTAGACTTAGACCCACCA
TGTAAATT TGGTATCGAAAGTGGLTGATAAGGTTCGAAGT TGTTTACCTGTATTTTATARAR
TCTP\TTGTAVEAﬁCTT»—&T\”«‘CTAF’"‘WJFTu”"‘ TATCTAATGTTGTTGTIGTTA

CATG! B CTGGATGCTGTAGGCATTCTCTCACTTTIGTTCT
GTARATATGTGGCAGCAGGTAATCAACCTTTA
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GGTZ—\ ACTG TG TA i ATAATGETAGTGGTTTTGCAAT AZ&CAT ARDNG
CCRAAGTCCAACT AT ATGGAGGAGCTTCTGTGTGTCTTTATTGT
GCACATATAGCACACCCT GAAATTTAGATGGACGCTGTCAATTTAAAG

D
TCITTTGTGCAAATAC AAGATCCTETTOGATTCTGTCTACE vrT‘r’"\CZ\“«_G
GITTGCACTGTTTGTCAGTGT T GGTTATGGATGTCAGTGTGATTCACTTAGACAA
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CCTAAACCTTCTCTTCAG TGTTGCATCTCOTTTTGATAAGAATTATTTARAC
CHETACGGGETAGCH P GATACCCOT AGCT ART CGATGTGACCOCGATG

JAYy:

A

N

} pAmGC GAGC

TCAGCCHEET
AT AT

\EI\ "3.!
AGCGET A ]"z“\CT[ GAAGA "CTTGAGTATT
G'I‘GAT[“]."CT'“’"" ’*"["] ['( I'T‘f %C” CCACTCCTAGTAATTATGAACATGAGAAAGTTT
ACTTAAAGTCAGAAGTAACAGCTGATCATGATTTCTTIGTGTTCAATARGA
ACATTT ’\"“TAI"x’f'F\']"[ AGTAGGCAGAGGCTTACTAAGTATACTATGATGGATTTTTGCTATG
TTTGACCCAAAGGATTGCGARG [ TAAAGARATACTTGTCACTTATG
VITATCACCCTAAGT GGTTTGAAG, 7\~\)Am’f' AAGGATTGGTACGACCCAA
[GGGACCTATTGTACGACGTGCTT
GARAAAGGTTATG]
FGATTTTCAGAS xG/"sz“\Q

ATGATGCCUATCATAG
SPECD

TAA

[GGA "'\113 L

CTTTGCGGCH

TGEETET AT A

I TCAGTTCGGARACCTCATGET T
CACTTGAT AACCARGATCTTARTGECARRTTTT ATGATTTTG
PCCTGTTTTTGRTACGTATTATTCTT
GGCACCTGAGAGGTATT TTGAATATGATCTGCATARGGGTTATA
CCTCAAGTATGATT A AAGATTTGTT
CGATCABGAGCTATCACCCTRACTGTCGUGACTCTAGTGATGACAGH
TPGTACCGUAGRCTTCTT
ATAGCTACTTGTGGOT

TGTCATTTTCARRRA

s alouleleu TET T
CGCCTGETGCTEETG

CCATGACTGATGCGT
AATCTTATGATC
ACTTTAAGTATT
GTTTGATACAT TG TECARMACTTCAACATCTTGTTTTCTACAY
TCGE PAGRARGGTTTTIGTTGATGGETGTACCATT
AT CAT’]‘ "’AAG”F‘A ACTTGETGTTATTATGAATCAAGATRAACACCA
[rele CTTEACTCARCTCATC
ATAAANTTAGTGCATCTTAGAACGTCTTET
CTCATCAARC L%C TAARACCAGGTCACTT

CHGGTATGTTTARGGAAGGT TCTTCTAT

TCAGAAGT

A SR ST T T T
X .AC, TGRGGAGARA

e

CAGTTTGTTGGAGATCCTGCCTTGTTAGT SGCm—Ak ATCCA

TGG

B —
P —
SCACTTAARCATTTCTTC

PGCTTTAGCGTCTGGYATTA
PTG

TTTGCAGAGAAGG

CTACCCACAGAC

GTAATGCTGCTATARACGATTATGATTATTATCGTTA] ar\ CAGGCCTACCATETTTGATA
ACGTCAACTTTTATTTTGTTTAGRAGTGACTT CTARAT AT TT TGARTGTTATGAAGECG
I\

AGATARGAGTGCAGETTATCCET
CAG T AGAGGAGCAGGACCARC
ARCTCAGATGAATTTAAAATATG
TGTGTCTATCOTTTCTACTATGA

GCTGTATACCAGCAAGCCAAGTTGTAGT .('hAC A] T

TCAATAAGTTTCEGAAAGGCCCGTCTCTATTATGRAAAT
TCTTTGAGAGTACAAAGAAGARCGTCCTGCCTACTAT
CCATATCCGCGARARAATAGCGAGCGCGTACAGTG TCZ\GG
CTAATPCJL“JTTTCAT GAAGATTCTTAAGTCTATAGTCAACACTAGAAACGCTCCT

TACGTTATTGGAACAACCAAGTTTTATGGCCCETTGEG TAAC TGTTGAGAAACCTTATTC

[

A
:,t*
Q
?f
G

JGHT”TTG AAGACC ”“ATTCTTAL »’GCTTG’GF"\"'T \TCCARAAGTGTGATAGACCARATGC
CTAATTTGTTGCGTATAGCAGCATCTTTAGTACTCGCTCGTARACACACTAATTGTTIGTA
CTTGETCTGAACCCCTTTATAGGTTGTATAATGAATGCGCT CAGCGTTTTATCTCAAACTG

]

gr

1
o

£
TCTTAGCTACAGGTGGTATATATGTCGARACCTGGTGLTACTAGCAGTGGAGATGCTACTA
TGCTTATGCAAACAGTGTTTTCAACATAATACAACGCCACATCTCGCTAATGTTCCGCETC
G-TGTT“«ATZ\A' GCGTCGATATTGTATATGATGACATTAACGAGCTTGCAGTATGAAT

Pl

TTTTG

18]

o
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ST GAADNAGTTITTR AT
CTGRACEACGETGTTET TTGTTATA
ACAACACATTAGCCARACAAGETCTTEGTAGCAGATAT TTCTGET TT T AGAGEAGTTUTCT
ACTA“' GAAC““TCTTTTTATGGCTGATT‘ TARATCTTCCCTTGARCCAGATTTACARA
AAGGCCCACATGARTT TTGTTCACAGCACACARTGTTAGTGGAGETTGATSE

MITGACCCAGCAT

FPMTE T TS T 7T N T
PTGATGATCTTGET

ATAGGCGAGTCAA

il sYalustall
TITCTCA

PETACCAGCAGGTTT

CTTATTTCTETARG

T

~

GCTGAGCCTA
GATACTTGCCATATCCAGACCCATCACGTATTITCTGTGCATCTGTITTIGTAGATGATT
TAAGE CT‘”AATLh TGGCTCTTATGGAGCGTTATATCGUTCTTGCCATAGATGCET
T—\"‘T AGTACATCATGARAAATGAGGAGTACARGAAGGTATTCTTTGTGCTTCTTTICAT
TCAGARAACTCTATCAAGAGCTTTCTCAGAATATGCTTATCGCACTACTCTITTGTAA
\TATAGAT u'wLG’T‘“GTAAATTTTQSCAA"XGCACTLCTA‘ GALRAATATGTATAGAG
LY

!

]

CCCCTACAACATTACAGTCTTGTGGECE TTTF‘m STAGTGTGTAATAGTCAAACTATATTCC
GCTGTGGTAATTGCTATTCGCAARCCATTTTTGTGTTGTAAGTGTTGCTATGACCATGTCA
TGCACACAGACCACARAAATGTTTTGTCTATAAATCCTTACATTTGCTCACAGCCAGGTT
GTGGTGAAGCAGATGTTACTAARTTGTACCTCGGAGLTATGTCATACT CT’“”’ GGTAATC
ATAF\}*CCAAA('-‘TTATCAATT—\C”‘C“’T’“f‘TﬁTF'"‘P“TGCTACAGTGTTh GGAATTTACAGGG
CTAATTGTGCACCTAGCGAAAATGTTGATGATTTTAATCAACTAGCTACTACTAATTCGGET
C { GAACCTTATATTTTGGCAAATCGTTGTGTAGATTC GAGACGITTTG

pE
i
@
=

Gy B0
=
)]

CAGAGACAGTAAARGCTACAGAAGAATTACATAAGCANCARTTTGCTAGTGCAGAAGTGA
GAGAAGTACTCTCAGATCGTGAATTGATTCTGTCTTGGGAGCCAGGTAANACCAGGCCTC

GAAARTTATGTTTTCACTGGCTTTCACTTTACTAGAACTAGTAARGTTCAGC
GGTG_—XTLLLACATTTGAP ARNG Cuu AAGGTAAGCGACGTTGTCTATTATCGAGCGACCT
TTGGAGACATTTTIGTTTTAACCTY
TCTAGGH

Nalek laln
TCCATT

Q

=]
e
o
i
=
©
S
i
by
.

N ler Idelinletilililal el
ACACAATGTTGTTTCT

TTGT

TPACCAT

3
n

. A e
Ao oL AR UL
AT COTACOTOOS T AN 7 A T
TGGTACCTGCGET ITTGTAAATAACA
GOGTACTAC P TIAN NI e NN TN e T Ty Tl P
AGAAGCGTACTACAGTAL AAEGELCCHE [GGCAGTGETARATCICATTT

TOGOGECTTACTTTAGTA

AT £ TR
ACCATTTAGTAGGCAAGC

J 4

A DG

TGCTATA xGGA’,[‘

ACTGCATGECTCT CATGOL
TACTGCATGCTCTCATG

AGTAGATGATTGCACTCGTATAGTAC
TAARGCTAATGACACAGGCAARAAGT

alam 7T
GCCAG l‘xﬁ GTTE

BOGOCC
AT

CAGCTGETTG

T T
TGETGAARARAGT

ARGGACT SATTGCTTCTCTARS
TPTTAGTACTA

AGTATGT TCAC c
TGTGTATGTAGGTGA
A CTCTCT CCARAGGATT ATAAT GTTETCACAAACCTTAT

TTTTCCTIGCAAAGTGTTACCCGTTGTCOCTAAAG ]kzs}\’,[”]?(}’l’ﬁ GATACT

A
ACAT

TP GETTCACS

SATARACTAT
CACGTTGUTTAACGE
(:}r[”]‘n’[ f*\‘ﬂ ‘Y‘\’I |'| \7\ L\(ﬂ("h’l[_" AYY

TTTCTACTCTITG

(G

COTGOTCART

CEGCGOCT
LU G !

Sed Aotz

TR,

TATATGATGGAAAGTTTATTGOARATAACCCGGAAT [GTTTCAAGGTTATAG
”"'a“r[hé'“i TCTGATGTAGGACATGAAAGT ka\_\:li‘k/ EGC \CAACATAACTCA

AAGCAACATTCATTT

TAGAATTIGTGAAAGAT T TGTCTIGYCGCAATAAGGAATG
CACCTTATAATGCTATGAACCAGAGAGCCTACCGTATGCTTGGACTTAATGT TCAGACAG
TAGACTCGTCTCAI TATGTTATCTTEY I TACTGCAGATTCGEC
AGCATGCACTGARTATTAACAGATTCAATGTAGCGCTTACAAGAGCCAAGCGTGGTATAL
TAGTTGTCATGCETCAGCGTGATGARCTATATT CAGCTCTTAAGTTTATAGAGCTTGATA
GYGLTAGCAAGTCTGCAAGGT ACAGGCT TGTTTAAAATT TGCARCAAAGAGT T TAGTGGET G
TTCACCCAGCTTATGCAG "{CAACTA%GGC’I‘CT f SCTGCAA ATARAGTTARTGATG
ARCTTGCTGCACT TGTTAACGTGGAAGUTGGTTCAGARATAACATAT AAACATCTTATTT
[TT lﬂ\%\zh’l' GAGTGTTAATGTTGAAGGCTGCCACAACATGTTTATAACAC

CTITGT 'TZ—\ GGG
GTGATGAGGCTATCCGCAACGTAAGAGETTGGETAGGTTTTGATGTAGARGCAACACATC

GSTTCGEGACTATE
GGTTCGGAGTAT

i

CTIGCGETACTAACATTGGTACTAACTTGCCTT ?‘f”v‘—wG"‘f—;(h ["]V‘”“ CTACTGGTYGCAG

ACTTTGTAGTTACGCCTGAGGGACTTGTAGATACTTCARATAGGCAATAATTTTGAGCCITS

T(_r AATTCTAAAGCACCTCCAGGTGAACAATTTAATCACTTGAGAGCGTTATTCAARAGTG
o~

L)y

TARACCTTGGCA GTT YT 7“”4C“ AATGTTAGCGGATAACCTGTCECA
AL GTTTCAGATTGTG GGTGTCATGGCCTAGAACTAACCACTTTCC
GCTATT? 'TGTTAL '_‘"GG’“Z—\.ACGL cC _A. TTTGCTTCTTGCGCTTCTAGACGCAACAACTT
TTAATT GGCTTATGCTTGTTGGAAGCATTGCTTGGGTTTTGATTTTIGTTT

3

ATAATCCAC GTGGATATTCAACAGTGGEGTTATTCTGGTAACCTACAATTTAACT
ATGATTTGCCATTCTAATGTCGCATGGACACGCACATETAGCTTCTGCGGATGCTATTATCGA
TTGTCRAGATGTCAACTGGGATTTAACTTACC

CGCGETTGTCTTGCAATTAATAATGCATT
CTCATATAGCAANTGAGGATGANGTCAATTCTAGCTGTAGATATTTACAACGCATGTATC
TTAATGCATGTCGTTGATGCTCTTAAAGTTAACGTTGTCTATGATATAGGCAACCCTARAG
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YOI U, 2 P STOT

ATTTTAGATTCTATCATAAGAAT CCAATAG
TACCCAATGTCARGCAGT T TRTAATCAGCACABAGATARGTT TGCTGATG
GTCTTTETATGT TTTGGARTT! TATCCCGACARTTCOT TAGTTTGTA
CCTACCACAC Ab AAA”ﬁ“G-ﬁTG“uTTI““ﬂ‘”Aﬁ”Tﬂ“T”pTApmﬂ“”Gc ACCTTCT

GUATAAAATGTGTTAGACGTG

ATGTTAACARGCATGCATTCCACACACCTARATTTGATCGCACTAGCTTTCETAATTTGA
AAGCTATGCCATTCTTITICTATGACT ‘ATCGCCT‘T’%CQAG ACCATTCAATTGGATGGAG
TTGCGCAAGACCTTGTGTCATTAGCTACGAAAGATTGTATCACAAAATGCARCATAGGCG
GTGCTGTTTGTAARNAGCACGCACARAATGTATGCAGATTTTIGTGACTTCTTATAATGCAG

CmGTT“ﬁ”GCm“GT TTACTTTTTGGGTTACTAATAATTTTAACCCATATARATTTGTGE
AAAGTTTTTCAGCTCTCCAGTCTATCGACAATATTGCTTATAATATGTATAAGGGTGETC
ATTATCGATGCTATTGCAGGAGARAATGCCCACTATCCTAACTGGAGATAAAGTTTTYGTTA
TAGATCAAGGCETAGAARAAGCAGTTTTTTT TAATCARACAATTCTGCCTACATCTGTAG
CGTTTGAGCTGTATGCGARGAGARATATTCGCACACTGCCARACAACCGTATTTTGARAAG
GT”T"'meA4“'G“u3 TAATGGATTTGTAATTTGGGATTACACGAACCARACACCAL

AATACTCGTTAAGGTATGTGCATATACAGACATAGAACCARATGGCCTAATAG
Oy

2

r

TCATCATAGATATCGTGATTACCAGTCTTTTCTAGCTGCTCATAATGCTGTTT
'CTACACAGTGTTACARAGCGGTATTCGTATGTAGAAATACCGTCAAACCTGCTTG
ARCGGTATTCCGETT SAT TG TT" SCGTGTTAATG
TFT‘CTLACGCTZ-\CC‘ TTT "'-?
AACCTCLTAGTGATETTGA GTCTGACGGAGAGTTTTGTAGAAR

AGTATGGTAAAGAATTAGGTCTACAGCACE STATGOTGARGTTGATAAGCCCCAAT
TAGETGETTTACACACTGTTATAGGT AT GTGCAGACT TTTACS “’EC” ATARGTTGARCG
"ATTGGCAGRCA

TTCTE

TOTGTTACT

FAYS

OO ACE
TCCTACAL

ATTT ’"(“'I GCT
2T [L\wf:f 3(325\;].“7\\, TGA ACTA ]3[ AAGTCTAAAG
TTGATTACCATAGCATY TTTTATGACTTG
ATCCACAGCTTCAATCAGCATGGACGT GTGGTTA
AGRATTCTGTTATCGARCCTTGCAACATTCC
STGGCAARAGTATACACAACTCTGTY

ARTGCAT e

m el VNPT P O T T
7 B Az-\‘\,.:-xL INE

GTTTGAAGATGECATTATTAAAACATGTT
TAATATGCCTGRACTTTATAAAGTTC

AATTATGGE

TAAN

~
SOCAR

ST O 2 DTV (e
ST TGEGAATAGCGTT

ATACCTTTCGARAA

Beler: pl ek Wl Anlah Vel
\ AAGTGACARAGGAG

TR TN AT RN
GGTATTATGATGAAS

AR

CTETACCGOAT] ~
Sl oL AL AL TGCE

CCCAGAAGGGACACTCCTTGETCGA
TTCTGTGCTTTCAGRTTGCAATARAT
ATCTGATATGTATACAGACAATGATT
VATGGCAATGATGACGETTTTCATAT]
CAAGTTTI GCTCTAGGTGGE] TTTTGCTGTARAR
& [‘quu J\;L,Ah SCACAGGATTGTGCATGGETGGEACARATGTTTT
CAGTGAATGCCY C']‘r[ C "["‘("ACAF\' SCATTCTTGCETTGETGTTAAT TATTTGGETG
AAARGCTTAAGGT TAGTGGAAARACGCTGIALL AELATTATATATTTTGGAGEA
h" TTATTTACAARCCTCTGCTTATAGTAT A"I"i["].‘CA CGTTGCTAAGTTTGATTTGA
GCAACACCAGTTGTTAAT TTGAAAACTGAACAARAGACAGACTTAGTCYTTA
GGTAAGAGATGTTGGY CCTCTTTTACTAGTG

MTAAGTCTGGTAAGTTACT
T AT GO GO T PTG A TG AC AGT AT TCTT ACGT T AL

16T A

TGGCTCCAGGTAGTACT

TGATATTGTAGACTATGTGTCTGATGCACAT

AAGACAGAGCACE
AAAGAr- AGCATGAAGGCGTGA

o B AR N ¥y
T
IR

ATAATTT

AGTTTGATOTTCTGA
SO SN X

TCT

[GACAGAGA

el
/I-)J[

i

(

e
A\

TACT?

TACCARAGTGCCTTTAGACCACCTAATGETTGGCAT TTACACGEGEGTGCTTATGCGGETA
GTTAATATTTCTAGCGAATCTAATAATGCAGGCTCTTCACCTGGETGTATTGTTGGTACT

ATTCATGETGGTCETGTTGTTAATGCTTCT "C'“ AT ﬂm("”k‘: 'GACGGCACCGTCATCAGGET
ATGGCTTGGTCTAGCAGTCAGTTTTGTACTGCACA TAACTTTTCAGATACTACAGTG
TTTGTTACACATTGCTTATARATATGATGES T“"‘CCTP\TAACT GCATGCTTCAAAAGAAT
TLTTTP\“F"‘G"’TT TGCTATGARARAL SCCCAGCTTTTCTATAATTTAACAGTTAGTGTA

1

ARTG
GCTAA CCCTACTTTTAAATCATTTCAG ir'"‘GT'L—\R”, ATTTARCATCCGTATATTTA
AATG”‘TQA"‘C”’T\‘TT"‘A"““”‘T CTAATGAGACCACAGATGTTACATCTGCAGGTGTITTAT
TTTAAAGCTGGTCGACCTATAACTTATAAAGTTATGAGAGAAGTTAARGCC T GGCTTAT
TTTCGTTAATGGTACTGCACAAGCATGTTATTTTGTGTGATGGATCACCTAGAGGCTTGTTA
GCATGCCAGTAT! TAChJCCAATTTTT' AGATGGCTTTTATCCTTTTATTAATAGTAGT
TTAGTTAAGCAGAAGTTTATTGTCTATCOTGARAAATAGTGTTAATACTACTTTTACGTTA
CACAATTTCACTTTTCATAATGAGACTGGCGCCAACCOCTAATCCTAGTGGTGTTCAGAAT
ATTCAANCTTACCAAACACAANCAGCTCAGAGYGGTTATTATAATTTTAATTTTTCCTTT
CTGAGTAGTTTTGTTTATAAGGAGTCTAATTTTATGTATGGATCTTATCACCCAAGTTGET
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S el e
ATGECTTGT

GGEC GG

ATTCACTTTCR T

TGGTAGAGCRACTTGET

STTTPCART

AATTTTAGACTAGARACTAT
GCTTACGGETCCTCTTCARGGTGE ""'C“"AA&'
TEITATGCTTATTCATATGGAGGTCCTTCGET TARAGG TATTCAGGTGAGTTA
VATTTTG _ATGTGGACT CTTAGTTTATGTTACTAACACCGCCGTGGCTCTCCGTATA
GCCACTCGAACCGCCAGTTATAACTCGACACARATTATAATAATATTACTTTARAT
TGATTATAATATATATGGCAGAACTGGCCAAGGTTTTATTACTAATGTAACT
CC"‘G”T}‘«’”T”R"‘ VITTATCTAGCAGACGCAGGTTTGGCTATTTTAGATACATC T
GGTTCCATAGACATCTTTGTTGTACAAGGTGAATATGGTCTTACTTATTATARGGT TALS
CCITGCGARGATCTCARCCAGCAGCTTTCTAGTITCTGGTGGETAAA' 'TAG-HGC”/’—&TT’“TT
ACTTCACGTAATGAGACTGGTTCTCAGCTTCTTGAGARCCAGTTTTACATTARAATCACT
ANTGGAACACGTCETTITAGACGTICTATTACTGAAAATGTTGCAMATTGCCCTTATGTT
AGTTATGGTAAGTTTTGTATAARACCTGATGGTTCAATTGCCACAATAGTACCAARAACAR
TTGGAACAGTTTCGTGGCACCTTTACTTAATGTTACTGARAATCTGCTCATACCTAACAGT
TTTAATTTAACTGTTACAGATGAGTACATACARA] @CCCTATGLPTPJ—&GG’CCBAA”“Z—‘\ AT
TGETCTGCAGTATGTTTGTGGCAATTCTCTGGAT TGTAGAGATTTGTTTCAL
CCTGTTTGTGACAACATATTGTCTGTACTAAA T“ﬁGTT«TLLrJ’T'\,Z\J—Q\JLQG?E'-
CTTTTGAATTTCTATTCTTCTACTAAACCGGCTGGTTTTAATACACCATTT
GTTAGCACTGGTGAGTTTAATATTTCTCTTCTGTTAACAACTCCTAGTAGTY
CGITCTTTTATTCGAAGACCTTCTATTTACAAGCCTTCAATCTCGTTGGATTA

GACGCATACAAAARNTTGCACTGCAGGACCTTTAGGTTTTCTTAAGGACCTTG

\(z

T ST £
[GT (, TTTAC

5T

)
i
&
o
;_J
H
'1\)
J,

i

3

CGTGAATATAATGGTTTGCTTGTGTTCCCTCCCATTATARCAGCAGAAATG
ACTAGTY PAGTAGOT TCTATGGOTTTTGGTGETATTACTGCAGE

TTGCCACACA

ARTCAA

CACTTGGGTATTACCE

WTAAGGE GETCGTATGCAGGS

T GOTGOTT

CCA

GCAAGT L\(‘P 'T‘f "“ﬁ‘LxJ AGTATTE CARAGATGTTGETTARTAAGCAGAGT
CEATTCITAL T’r GACTATGGCATCACTTAATAAAARAT TTTGGETGCTATTTCTICTATG

ATTCAARGAAATCTACCAGE

ATARCTGGTAGATTGETCA
AGAGTGTCACAACAGCGETGE
[h(” GTACTCC TGTGGET!
CCTAATGGTATAGTGITTATACACTITTCTT
GCAATAGTGGETTTTTGTGTAARGCCAGUTAAT
ARTGGET :-\.f ‘GS STATTTTTATACAAGTTAATGGET
AGAGCTATTALT _"’3”,; AGGAG

COITORT
GTCAT

AACTTGACGCCATACAAGCARATGC
ACTTTCTGTTTTAGCATCTGCT,

AGTTAGT

CALMGTGOATCETOTT

TCARGTGGA
\.,"“f o
1547+

=CAGGC
TACTCAGARRATTAATCAGTGTG

T
i

GAGCATATT

ATACTCCAGATAGT TT TG TARTGTTACT
GCTAGTCAGT ATGOARTAGT ACCOGET
AGTTACTACATCACAS *M,mm'r'fv G
TACGCTTACTTCTTGTCAAGCARAT

RN S
T TIT

TATATGEC ATATA

"‘A’VG’[MG'I‘("%TAPMA TAAG? AATGATGATT
'%(A,Aa"""(‘r CAAAATGGTGGAATGACACTAAGCATGAGUTACCAGACTT TGACARA
ATTACACAGTACCTATACTTGACAT TGATAGTGARATTGATCGTATTCARGGCETT
GETCTTAATGACTCTTTAATAGACCTTGAARAACT T TCAATACTCARAARCTTAT
GTGGCCTTGGTATGTETGGETTAGCCATAGCTTTTGCCACTATTATCTTCATCTTA
AGGATGGETTTICTTCATGACTGE STGETTGTTETTGTGGATGCTTTGEEC
ATTTATGCCTCTY GAGTAAGTGTGCGTAAGAAATCTTCTTATTACACGACTTTTGATARAC
GATGET FACAGACCTARAARRAGTCTGTTTAATGATTCAARGTCCCACET
CC "'.["]."I‘C’I"i GTGTARACTTGTACTAAGTTGTTTTAGAGAGT
TTATTATAGCGCT C(” »%AL WCTAAT AGTTTTE CCARAAART WTAGTAACT
AGCCTAGACTGACCCTTT ""I'CACAG’.I’ CT ACTAATGTTARACTTAGAAGCAATTATTGA
AA(” TGETGAGCAAGTGATTCAARAAATCAGTTTCAATTTACAGCATATTTCAAGTGTATT
AMACACAGAAGTATTTGACCCCTTTGACTATTEGTTATTACAGAGGAGGTAATTTTTGEGA
AATAGAGTCAGCTGAAGATTGTTCAGETGATGATGAATTTATTGAATAAGTCGCTAGAGSE
ARA T e qA(J”TTT CTAARCAGCGCTTTATATATTTGTAGGATTTTTAGCACTTTATCTTC
TAGGTA "AUCA’\TT”'AAGCT—\TTTF'MAF AGGCTGCTCGATGCTTGTTGTTTATTTTGGTATA
ATGCGTAG ﬁTT CCAGGAGCTAAGGETACAGCCTTTGTATATAAGTATACATATGGETA
CTTR o TTR

¥l SATTC

.t—\\/[‘—: Lol

1T
AT

470 ~
AN

[ATCAZ

@

GARAACTT TC ”“GAATTAG ARGCAGTTATTGTCAACGAGTTTCCTAAGAACGGTT
GGAATAATAALARD ICCAGCAAAT""""’CAAGATGT CCAACGAGACAAATTGTACTCTTGAC
TTTGAAC GTATAATTTATTTATAACTGCATTCTTGTTG

GAACAGTCAGTTGAGCTTTTTAAAGA
TTCTTAACCATAATACTTCAGT Lﬂ_TGG\,TA
AANATGATAGTGTTATGETCGCOTTTTGES

ATATACC “Z\,CC,’Z\J-LP«,CACAGGA GGTCTTC

ATTTATATACTG
STAATTTCATCT
TGTTTGCGTGET
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CUGTCTTTTGTAGGTTATTGGATCCAGAGTATTAGACTCTTTAAGC SG”'(J] AGGTCATGG

TGGTCATTTARCCCAGARTC! hﬁ"‘(:kﬁ()’o]ALjG’T”l'L \ATACTCCT mc'f. AT Gm: BCOBA
TETAATTTTGCTATAGAGA L;J"‘ TGCCAATGGTGUT TTCTCCAAT TATABAGAATGGTGTT

CTTTATTGTGAGGGTCA mCﬁCTMGLTAAGT””GAXCCAGALCALTTuLCTAﬁnJATATA
TTTGTTTGTACACCGGATAGACGTAATATCTACCGTATGGTGCAGAAATATACTGGTGAC
CAAHGCFTAAL“AAGAAL‘C,TTmGLTA“CTTTGT”TA$GCAAAGCAJ CAGTAGATACT
G SCAACAGGAGGGAGTAGTCTTTACACT AAPTC 'GTGTGETGT
AGAG 'ATLTAAAATLA TCTTTAATAGTGCCTCTATTTTAAGAGCGCATAATAGTATT
ATTTTTGAGGATATTAATATA ﬂATCCT“TCTGTTTTAT ACTCTCTTTTCAAGAGCTATTA
TTTAAAAMACAGTTTTTCCACTCTTTTGTGCCARARACTATTGTTGTTAATGGTGTAACC
TTTCALAGTAGATAATGG nAAATT’LACT CGAAGGAARAACCAATTTTTCAGAAAGGTTGT
TCTAGGTTGTGGTTGAGTTATAAAARAAGATTAAACTACCTACTACACTTATTTTTATARAG
AGGCGTTTTATCTTACAAGCGCTTAATAAATACGGACGATGAAATGGCTGACTAGTTITG
TAAGGGCAGTTATTTCATGTTATARACCCCTATTATTAACT CAATTAAGAGTATTAGATA
GGTTAATCTTAGATCATGGACCAARAACACATCTTAACGTGTGTTAGGTGCGTGATTTTGT

-~ -~ o
TTCAATTAGATTTAGTTTATAGGTTGGCGTATACCGCCTACTCAATCGCTGET

¥

@)
o
=Ko

b

TAGTAAAGATAATCCTTTTTGCGGAGCAATAGCAAGARAAGCGCGAATTTATCTGAGAGA
AGGATTAGATTGTGTTTA TTT’”TTAACA}‘ AGCAGGACAAGCAGAGTCTTGTCCCGCETG
TACCTCTCTAGTATTCCAGGGGARAACTTGTGAGGAACACAAATATAATAATAATCTTTT
GTCATGGCAAGCGGTAAGGCAACTGGAAAGACAGATGCCCCAGCTCCAGTCATCAAACTA
GGAGGACCAAAGCCACCTAAAGTTGGTTCTTCTGGAARATGTATCTTGGTTTCAAGCAATA
AAAGCCAAGRAGTTAARTTC \(”‘”"T‘l CGCCTAAGTTTGRAAGGTAGCGGETGTTCCTGATAAT
GAARATCTAARACCAAGT CAGCAGCATGGATATTGCGAGACGCCAAGCTAGGTTTARGCCA
GGTARAA (”"‘GG~ AGAAAACCAG ]’(‘ CCAGATGCTTGGETATTTTITACTATACTGGAACAGGA
cC "sGCCC:C TAACCTGAATTGGEGETGATAGCCAAGATGGTATAGTGTGEET TGCTGGTAAG

ST OO Y T T
G ‘74_(:\/[\)1{5 AL

TATCCGCTACGETTTTCAGACGGAGGACCTGATGETAATTTCCET TGGGA
CTGAATCGETGGCAGGAGTGGGAGATCAACAGCAGCTTCATCAGCAGCAT CTAGTAGAGCA

CCATCACGTGAAGTTTCGCGTGETC SC AGGAGTGGETTCTGAAGATGATCTTATTGCTCGT

SCAGCARGGATAATTCAGGATCAGCAGAAGAAGGGTTCTCGCATTACARAGGCTAAGGTT
GATGAAATGGCTCACCGCCGGTATTGCAAGCGCACTATTCCACCTAATTATAAGGTTGAT
CAAGTGTTTGGTCCCCGTACTARAGGTAAGGAGGGARAT TTTGCTGATGACAAGAT GAAT
GAGGAAGGTATTAAGGAT SCGCGCGT TACAGCAATGCTCARCCTAGTTCCTAGCAGCTAT
GCTTGTCTTTTCGCAAGTAGAGTGACGCCCAGACT TCAACCAGATGGGCTGCACTTGAARA

T '.I.‘GAA‘.[",I.‘ 'i‘ACT[‘AC TGTGGETCCCACGTGATGATCCGCAGT T TGA Pr\ ATTATGTARARATT

TAAATTTAGATCTAATCAGGGTACTCETGACTCTGACAAGTTTGACCAA

TTTCATTCCT

TGTGATCAGTGTGETTGATGETE ].‘AG(:AAC ACGTCCARAAGATGATGAACCAAGACCAAAG
TCACGCTCAAGTTCAAGACCTGCARCAAGAGGARAT TCTCCAGCGCCAAGACAGCAGLGT
CCTARAGAAGGAGARAARRGCCARAGAR GC GCATGATGAAGTGGATAAAGCATTGACCTCA

e

GATGAGGAGAGGAACAATGCACAGCTGGAATTTGATGATGRACCCAAGGTARTTAACTGE
GGGL SATTCAGCCCTAGGAGAGAATGAACT TTGAGTARAATT CAATAGTAAGAGT TAAGGA
AGATAGGCATGTAGCTTGATTACCTACATETCTATCGEC ,n(:GC ARATGTCTAATTTGTCT
ACTTAGTAGCCTGGARACGAACG E}’T‘A(Jf \VCCCTTAGATTTTARTTTAGTTTAAT TTTTAGT
TTAGTTTAAGT TAGTTTAGAGTAGGTATAAAGATGCCAGTGCCLGEGCCACGUGGAGTAL
GACCGAGGGTACAGCACTAGGACGC 3’; TTAGGGGAAGAGCTARATTTTAGTTTAAGTTA

AGTTTAATTGGCTATGT \GTTARAATTTATAGGCTAGTATAGAG 'I." ”A(z GCARARARL

REPLICASA

Ademas de los genes estructurales y auxiliares, dos tercios de un genoma del coronavirus comprenden el gen de
replicasa (en el extremo 5' del genoma), que se expresa como dos poliproteinas, ppla y pp1ab, siendo pplab un
producto de extension de pp1a como resultado de un mecanismo de cambio ribosémico de -1. Las dos poliproteinas
son escindidas por dos tipos de proteinasas codificadas por virus que, en general, dan lugar a 16 proteinas no
estructurales (Nsp1-16); El IBV carece de Nsp1, por lo que codifica a Nsp2-16.

Por lo tanto, el gen 1 del IBV codifica 15 (16 en otros coronavirus) proteinas no estructurales (nsp2-16), que estan
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asociadas con la replicacion y la transcripcion del ARN.

La expresion "proteina replicasa" se usa en el presente documento para referirse a las poliproteinas pp1ay pp1ab o
subunidades nsp individuales.

La expresion "gen de la replicasa" se usa en el presente documento para referirse a una secuencia de acido nucleico
que codifica proteinas replicasa.

En la Tabla 1, se proporciona un resumen de las funciones de las proteinas nsp de coronavirus.

Tabla 1
Proteina Nsp Caracteristicas clave

1 Conservada dentro de, pero no entre grupos genéticos de coronavirus; posibles funciones
reguladoras en la célula hospedadora.

2 Dispensable para la replicacion del MHV y SARS-CoV en cultivo tisular

3 Dominio acido; macrodominio con ADRP y actividades de unién a poli(ADP-ribosa); una o dos
proteasas de tipo papaina que contienen ZBD; Dominio Y

4 Dominio transmembrana

5 Proteasa principal de tipo 3C, homodimero

6 Dominio transmembrana

7 Interactda con nsp8 para formar un complejo hexadecamérico

8 ARN polimerasa no candnica; interactua con nsp7 para formar un complejo hexadecamérico

9 proteina de unién a ARNmc, dimero

10 proteina de union a ARN, homododecamero, dominio de unién al cinc, se sabe que interactia
con nsp14 y nsp16

11 Desconocida

12 ARN polimerasa dependiente del ARN

13 Dominio de unidn al cinc, NTPasa, dNTPasa, ARN y ADN helicasa de 5’ a 3’, ARN 5'-trifosfato

14 exorribonucleasa de 3’ a 5’, dominio de unién al cinc y N7-metiltransferasa

15 Endorribonucleasa especifica del uridilato, homohexamero

16 Ribosa-2'-O-metiltransferasa putativa

La variante del gen de la replicasa codificado por el coronavirus de la presente invencién comprende una mutacion en
el apartado de la secuencia que codifica nsp-14 como se define en las reivindicaciones.

Nsp10 tiene actividad de unién al ARN y parece participar en interacciones homotipicas y/o heterotipicas dentro de
otras nsp de la regidn pp1a/pp1ab. Adopta un pliegue a/f compuesto de cinco hélices a, una hélice 310 y tres cadenas
B. Se han identificado dos sitios de unién al cinc que estan formados por restos de cisteina conservados y un resto de
histidina (Cys-74/Cys-77/His-83/Cys-90; Cys-117/Cys-120/Cys-128/Cys-130). Se ha confirmado que la proteina se
une a ARN y ADN monocatenario y bicatenario sin una especificidad evidente. Nsp-10 se puede entrecruzar con nsp-
9, lo que sugiere la existencia de una red compleja de interacciones proteina-proteina que implican a nsp-7, -8, -9y -
10. Ademas, se sabe que nsp-10 interactia con nsp-14 y nsp-16.

La Nsp-14 comprende un dominio activo de exorribonucleasa de 3' a 5' (ExoN) en la regidn del extremo amino. Se ha
demostrado que SARS-CoV ExoN tiene una actividad exorribonucleasa de 3' a 5' dependiente de los iones metalicos
que actua en el ARN tanto monocatenario como bicatenario, pero no en el ADN. Se ha demostrado que Nsp-14 tiene
actividad de correccion. También se ha demostrado que esta nsp tiene actividad N7-metiltransferasa (MT) en la regién
del extremo carboxilo. Se ha informado de la actividad RNasa de NendoU (endoribonucleasa nidovirica, especifica de
U) asociada a Nsp-15 para varios coronavirus, incluyendo SARS-CoV, MHV e IBV. Se informd en consonancia que
las actividades aumentaron significativamente con los iones Mn?* y que hubo poca actividad en presencia de Mg?* y
Ca?*. NendoU se escinde en el lado 3' de los restos de uridilato del ARN monocatenario y bicatenario. El/los sustrato/s
biolégicamente relevante/s de los coronavirus NendoU aun no se han identificado.

Se ha predicho que Nsp-16 media en la actividad ribosa-2'-O-metiltransferasa (2'-O-MTasa) y los experimentos de
genética inversa han demostrado que el dominio 2'-O-MTasa es esencial para la sintesis del ARN virico en HCoV-
229E y SARS-CoV. La enzima puede participar en la produccion de las estructuras cap 1 de los ARN de coronavirus
y también puede cooperar con NendoU y ExoN en otras vias de procesamiento del ARN. La 2'-O-MTasa también
podria metilar los ARN especificos para protegerlos de la escision mediada por NendoU.

Las secuencias gendmicas y proteicas para nsp-10, -14, -15 y -16 se proporcionan como SEQ ID NO: 2-5 y 6-9,
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respectivamente.

SEQ ID NO: 2 (secuencia de nucledtidos de nsp-10 - nucleédtidos 11884-12318 de SEQ ID NO: 1)

TCTAAAGGTCATGAGACAGAGGAAGTGGATGCTGTAGGCATTCTCTCACTTTGTTCTTTTGCAGTA
GATCCTGCGGATACATATTGTAAATATGTGGCAGCAGETAATCAACCTT TAGCGTAACTGTGTTARA

ST TGACAGTACATAAT GGTAGTGGETTTTGCAATAACATCAL
GATTCTTATGGS \Cuz— GCTTCTGETGTGTCTTTATTGTAGAGCACE
GGAAATTTAGATGGACGCTGTCAATTTARAGGTTCTTTIGTGCARAATACCTACTACGGAGAAAGAT
CCTGTTGGATTCTGTCTACGTAACAAGGTTTGCACTGTTTGTCE

CAGTGTGATTCACTTAGRCAACCTAAACCTT (""(“ TTCAG

elalal: SOOI N Y T PP Y
WGCCAAGTCCAACTCCEGATCAG

TATAGORACA TTTGGCGGAGCA
\TATAGCACACCTTGECEGAGCA

IGTTGGATTGGTTATGGATGT

SEQ ID NO: 3 (secuencia de nucleotidos de nsp-14 - nucledtidos 16938-18500 de SEQ ID NO: 1)

GGTACAGGCTIGTTTAARAATTTGCAACAARAGAGTTTAGTGGTGTTCACCCAGCTTATGCAGTCACA
ACTAAGGCTCTTGCTGCAACTTATAAAGTTAATGATGAACTTCC 'G“AC”TGTTAACGT@.- GCT
GGTTCAGAAATARCATATARACATCTTATTTCTTITGTTAGGCETTTAAGATGAGTGTTAATGTTGAR
GGCTGCCACAACATGTTTATAACACGTGATGAGGCTATCCGCAACGTAAGAGGTTGGGTAGGTTTT
GATGTAGAAGCAACACATGCTTGCGETACTAACATTGGTACTAACCTGCCTTTCCAAGTAGGTTTC
TCTACTGGTGCAGACTTTGTAGTTACGCCTGAGGGACTTGTAGATACTTCAATAGGCAATAATTT
GAGCCTGTGAATTCTAAAGCACCTCCAGEGTGAACAATTTAATCACTTGE GTTATTCAAAAGT
GCTAAACCTTGGCATGTTGTAAGGCCAAGGATTGTGCAARATGTTAGCGGATAACCTGTGCAACGT
TCAGATTGTGTAGTGTTTGTCACGTGGTGTCATGGCCTAGAACTAACCACTTTGCGCTATTTTGTT
AAAATAGGCAAGGACCAAGTTTGTTCTTGCGGTTCTAGAGCAACAACTTTTAATTCTCATACTCAG

EpE -

GCTTATGCTTGTTGGAAGCATTGCTTGGETTITGATTTTGT LTZ&T}«_ATCCACTCTTAG GGATATY
CAACAGTGGGGTTATTCTGGTAACCTACAATTTAACCATGATT TGCAT ATGTGCATGGACAC
ACATGTAGCTTCTGCE ATGACGCGTTGEICTTGCARTT "\'"(‘ SCATTTTGTC
GATGTCAACTGGGATTTA

PO AT ATACC AR AT GEGGAT G TR AT T AGO TG B G
ATATAGCAAATGAGGATGAAGTCAATTCTAGCTGETAGA
eler\

=]

TATTTACAACGCATGTATCTTAATGCATGTGTTGATGCTCTTAAAGTTAACGTTGTCTAT

ATATA
RGAAT
GOTGAT

ARCCCTARAAGGTATTAAATGTGTTAGACGTGGA

CCAATAGTACCCAATGTCAAGCAGTTTGAGTAT GAL

b N Y

ACTTA TAGATTCTATGE

CTATA '\;'J‘\ CAGCACAAAGATAAGTTT

Tl
GGET

TGTATGTT

I TTGGAATTGTARTGTGGAT TGTTATCCCGACAATTCCTTACT TTGTAGGTAC
GACACACGAARTTTGAGTGTGT TTAACCTACCTGET TETAATGET GG TAGCT TETATGT TARCAAC
CATGCATTCCACACACCTARATTTGATCGCACTAGCT TTCGTAATTTCAAAGCTATGCCATTCTTT
m“LTPTCT””CAT“””“mm”C”“uuC“ATTLAA“TuwA” CGAGTTGCGCAAGACCTTG T“T“““TA
TACGAAAGATTGTATCACAARATGCAACATACGCEGTCCTGTTTGTARBARGCACGCACEART
TATGCAGATTTTGTGACTTCTTATAAT GCAGCTGTTACTGCTGGTTTTACTT TTTCGGTTACTAAT
AATTTTAACCCATATAATTTGTGGARAAGTTTTTCAGCTCTCCAG

T}

SEQ ID NO: 4 (secuencia de nucledtidos de nsp-15 - nucleédtidos 18501-19514 de SEQ ID NO: 1)

TCTATCGACAATATTGCT TATAATATGTATAAGGGTGGTCATTATGATGCTATTGCAGGAGAARTG

CCCACTATCGTAACTGGAGATARAAGTTTTTGTTATAGATCAAGGCGTAGAAARAGCAGTTTTTTIT
AP TCAAACAATTCTGCCTACATCTGTAGCGETTTGAGCTGTATGCGAAGAGARATATTCGCACACTG
CCARACAACCGTAT TTTIGAAAGGTTTGGETGTAGATGTGACTAATGGATTTGTAATTTGGGATTAC
ACGAACCAAACACCACTATACCGETAATACTGTTAAGGTATGTG if ATATACAGACATAGAACCARAT
GGCCTAATAGTGCTGTATGATGATAGATATGGTGATTACCAGTC] "]"I‘TCT’L\(Z(‘”‘f*(“"‘ﬁz\’] AATGCT
GTTTTAGTTTCTACACAGTGTTACAAGCGETATTCGTATGTAGAAATACCGTCAAACCTGCTTGETT
CAGARACGGTATTCC (‘4“‘-"1‘m \AAG AT G(: A(IC(IAn(“kI’l‘G [ATGTTTA [AAb CGTGETTAATGETGCGETTT
GTTACGCTACCTAACACAATAAACACACAGGGTCGAAGT "‘A’T‘GAAAC'I"{.”I'TCAn("kl T :‘ GTAG "‘(:A.T
GTTGAGCGTGATTTTCTCGACATGT “[ GAGGA (:A” sTTTTGTAGAAAAGTATGGTARAGAATTAGGT
CTACAGCACATACTGTATGGT CAn(""’l""A[AAG CCCCAATTAGGTGGTTTCCACACTGTTATAGGT
ATGTGCAGACTTTTACGTGCGAATAAGTTGAACGCAAAGTCTGTTACTAATTCTGA
ATGCARAATTATTTTGTATTGGCAGACAATG ?’”"""”"[A AGCAAGTGTGTAC

CTGCTTGATGATTTCTTAGAACTTCTTAGGAACATACT '“AAAG'A GTATGGTACT!
GTTGTAACAGTGTCAATTGATTACCATAGCATAAATTTTATGACT TGGTTTGAAGAT

AARACATGTTATCCACAGCTTCAA

el Polaslay
TGETT

SGCATTATT

[ AN )
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SEQ ID NO: 5 (secuencia de nucledtidos de nsp-16 - nucledtidos 19515-20423 de SEQ ID NO: 1)

TCAGRATTGTGT
ST ATTATC

TCAGCATGGACGCTGTGETTATAATATGCCTGARACT TTATAARG

TGCAACATTCCTAATTATGGETG "[ TGGAATAGCGTTGCCAAGTC

[GGAACCT
[GAATGTGGCARAG

TATACACAACTCTGTCAATACCTTTCGAAAACAACAATGTGTGTACCGCATAATATGCGAGTAATG

CATTTTGGAGCTGGAAGTGACARAGGAGTGGTGCCAGGTAGTACTGCTTCTTARACAATGGCTCCCA
GAAGGGACACTCCTTGTICGATAATGATATTGTAGACTATGTGTCTGATGCACATGTTTCTGTGCTT
TCAGATTGCAATAAATATARGACAGAGCACAAGTTTGATCTTGTGATATCTGATATGTATACAGAC
AATGATTCAAARAGARAGCATGAAGGCGTGATAGCCAATAATCGGCAATGATGACGTTTTCATATAT
CTTTCAPGTTMT“TT”GTAETAﬁ TTGGCTCTAGGTGGTAGTTTTGCTGTAARAGTGACAGAGACA
AGTTGGCACGAAGTTTTATATGCACATTGCACAGGATTGTGCATGGTGGACAATGTTTTGTACAGCA
GTGAATGCCT T””T CAGAAGCATTCTTGATTGGETGTTAATTATTTGGGTGCAAGTGAAAAGGTT
AAGGTTAGTGGAAARARNCGCTGCACGCARATTATATATTTTGGAGGAATTGTAATTATTTACAAACC
TCTGCTTATAGTATATTTGACGTTGCTAAGTTTGATTTGAGATTGARAGCAACGCCAGTTGTTAAT
TTGARAACTGAACAAAAGACAGACTTAGTCTTTAATTTAATTAAGTGTGGTAAGTTACTGGTAAGA
GATGTTGGTAACACCTCTTTTACTAGTGACTCTTTTGTGTGTACTATGTAG

5 SEQ ID NO: 6 (secuencia de aminoacidos de nsp-10)
SKGHETEEVDAVGILSLCSFAVDPADTYCRKYVAAGNCPLGNCVKMLTVHENGSGFAITSKPSPTEDQ
DEYGGASVCLYCRAHIAHPGGAGNLDGRCOFKGSFVQIPTTERDPVGECLRNKVCTVCOCWIGYGC
QCDSLRCPKPSVQ
SEQ ID NO: 7 (secuencia de aminoacidos de nsp-14)
10
GTGLFRICNKEFSGVHPAYAVT TRALAATY KVNDELAALVNVEAGSEITYRHLISLLGFRMSVNVE
GCHNMEITRDEATIRNVRGWVGEFDVEATHACGTNIGTNLPFOVEGESTGADFVVTPEGLVIDTSTGNNE
EPVNSKAPPGEOFNHLRALFRKSAKPWHVVRPRIVOMLADNLCNVSDCVVEVTIWCHGLELTTLRYFV
KIGKDOVCSCGSRATTFNSHTOAYACWKHCLGFDFVYNPLLVDIQOWGY SGNLQFNEDLHCNVHEGH
AHVASADATMTRCLAINNAFCODVNWDLTY PHIANEDEVNSSCRYLORMY LNACVDALEKVNVVYDT
G\‘PK”IKF’ 'RRGDLNFRFYDKNPIVEPNVKQFEYDYNQHKDKFADGLCMEWNCNVDCYPDNSLVCRY
TRNLSVENLPGCNGGSLYVN &%“VPTPKFDR-SF?{NLI’?—‘MPFE‘FfDSUP ETIQLDGVAQDLVEL
Am KDCITKCNIGGAVCKKHAQMY ADEVT SYNAAVTAGFTFWVINNEFNPYNLWKSFSALY
SEQ ID NO: 8 (secuencia de aminoacidos de nsp-15)
SIDNIA Y\N”KCCHYDAIACE‘A i "Tf““)/V'P'VII_‘
PNNRILEKGLGVDVTNGE \
VLVSE ["’*"K}?V\Y\ B rS.\'L} “JC ,_ﬁ . F
VERDFLDMSEESFVERYGK [_nw[ V}JILY”" KPQ]mG’ .[T“”’"CMCRBZ_;P L\[\'K] \J; KSV ]"N “S [JV
MONYFVL l‘:[/n Y KOVCTVVDLLLDDFLELLRNILKEYGTNRKSKVVTIVSIDYHSINEFMTWEEDGIL T
15 KTCYPOLO
SEQ ID NO: 9 (secuencia de aminoacidos de nsp-16)
SAWTCGYNMPELYKVONCVMEPCNIPNYGVGIALPSGIMMNVAKY TOLCOYLSKTTMCVPHNMRVM
HFGAGSDKGVAPGSTVLKOWLPEGTLLVDNDIVDYVSDARVSVLSDCNRKYKTEHRKFDLVISDMYTD
NDSKRKHEGVIANNGNDDVFIYLSSFLRNNLALGGEFAVRVTETSWHEVLYDIAQDCAWWTMEFCTA
VNASSSEAFLVGVNY LGASERVEVSGKTLHANY TFWRNCNYLOQTSAYSIFDVAKFDLRLKATPVVN
LKTEQRTDILVFNLIRKCGKLLVRDVGNTSFTSDSEVCTM
20

PATOGENICIDAD REDUCIDA

El coronavirus atenuado, vivo, de la presente invencion comprende una variante del gen de la replicasa como se define
en las reivindicaciones, que hace que el virus tenga una patogenicidad reducida en comparacién con un coronavirus
25 que expresa el gen de tipo silvestre correspondiente.

El término "atenuado" como se usa en el presente documento, se refiere a un virus que presenta dicha patogenicidad
reducida, y se puede clasificar como no virulento. Un virus atenuado, vivo, es un virus replicante debilitado que todavia
es capaz de estimular una respuesta inmunitaria y producir inmunidad, pero no puede causar la enfermedad real.

30
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El término "patogenicidad" se usa en el presente documento de acuerdo con su significado normal para referirse al
potencial del virus para causar la enfermedad en un sujeto. Por lo general, la patogenicidad de un coronavirus se
determina analizando los sintomas asociados con la enfermedad, por ejemplo, estornudos, tos metalica y reduccién
de la actividad ciliar traqueal.

La expresion "patogenicidad reducida" se usa para describir que el nivel de patogenicidad de un coronavirus es
reducido, atenuado o disminuido en comparacion con un coronavirus de tipo silvestre correspondiente.

En una realizacion, el coronavirus de la presente invencion como se define en las reivindicaciones tiene una
patogenicidad reducida en comparacion con el virus M41-CK parental del que se deriva o un coronavirus de control.
El coronavirus de control puede ser un coronavirus con una patogenicidad conocida, por ejemplo, un coronavirus que
exprese la proteina replicasa de tipo silvestre.

La patogenicidad de un coronavirus se puede evaluar utilizando métodos bien conocidos en la técnica. Por lo general,
la patogenicidad se evalua analizando los sintomas clinicos en un sujeto expuesto al virus, por ejemplo, en un pollo.

A modo ilustrativo, el pollo puede ser expuesto a los 8-24 dias de vida a una inoculacién nasal u ocular. Los sintomas
clinicos, asociados con la infeccion por IBV, se pueden evaluar de 3 a 10 dias después de la infeccidn. Los sintomas
clinicos comunmente evaluados para determinar la patogenicidad de un coronavirus, por ejemplo, un IBV, incluyen
jadeos, tos, estornudos, tos metalica, depresion, erizamiento de las plumas y pérdida de la actividad ciliar traqueal.

La variante de la replicasa de la presente invencion, cuando se expresa en un coronavirus, puede provocar un nivel
reducido de los sintomas clinicos en comparacioén con un coronavirus que expresa una replicasa de tipo silvestre.

Por ejemplo, un coronavirus que expresa la variante de la replicasa puede causar una serie de tosidos metalicos por
ave al minuto que sean menos del 90 %, menos del 80 %, menos del 70 %, menos del 60 %, menos del 50 %, menos
del 40 %, menos del 30 %, menos del 20 % o menos del 10 % del nimero de tosidos metalicos causados por un virus
que exprese la replicasa de tipo silvestre.

Un coronavirus que expresa una variante de la replicasa de acuerdo con la presente invencion puede causar sibilancias
en menos del 70 %, menos del 60 %, menos del 50 %, menos del 40 %, menos del 30 %, menos de 20 % o menos
del 10 % del nimero de aves de un conjunto de aves infectadas con un virus que expresa la replicasa de tipo silvestre.

Un coronavirus que expresa una variante de la replicasa de acuerdo con la presente invencion puede producir una
actividad ciliar traqueal que sea al menos el 60%, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 % o al menos
el 95 % del nivel de actividad ciliar traqueal de las aves no infectadas.

Un coronavirus que expresa una variante de la replicasa de acuerdo con la presente invencion puede causar sintomas
clinicos, como los definidos en la Tabla 2, a un nivel mas bajo que un coronavirus que expresa la replicasa de tipo
silvestre.

Tabla 2 Limites de gravedad del IBV segun los signos clinicos:

Tos metalica (estornudos)
Exudado nasal

Ojos llorosos Especificos del IBV: Leve (N.B. Los signos
Senos infraorbitarios respiratorios se vuelven evidentes a partir de
inflamados u 2-3 ppp si van a ocurrir y pueden continuar
Estertores (vibracion en la hasta 7 dias).

region de la tradquea o

bronquios)

Postura encorvada/depresion
Esponjamiento de las plumas oo
Come y bebe menos

Leve, si se superan los 2 dias, se aumenta a
moderado
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(continuacion)

Especificos del IBV: Leve, si se superan las 24 h,

Bebe en exceso: evidente "
se aumenta a moderado durante un maximo de

IF?Olrjidil c():ulltallvoin ”:Sntz g: R 2 dias. Si todavia bebe en exceso, entonces se ha

aqua medida 9 de proceder a su sacrificio mediante el método del
9 programa 1.

Menos activo, pero sigue

evadiendo la captura = Leve, si se supera 1 dia, se aumenta a moderado.

Pérdida de peso
Ni come ni bebe

Las aves se sientan solas

y no evaden la captura oo
Dificultad respiratoria
grave: por  ejemplo, Moderado: aves en el punto final. Sacrificio segun
jadeos excesivos el método del programa 1.

Tos metalica ylo
estertores durante 7 dias ==
en total

Grave: informar al titular de la licencia del proyecto.

Encontrado muerta o
Se realizara un examen post-mortem completo.

La variante de la replicasa de la presente invencion, cuando se expresa en un coronavirus, puede hacer que el virus
se replique a niveles no patdgenos in ovo.

Durante el desarrollo de vacunas que se administran in ovo a embriones de pollo, se debe prestar atencion a dos
puntos: el efecto de los anticuerpos maternos sobre las vacunas y el efecto de las vacunas sobre el embrién. Se sabe
que los anticuerpos maternos interfieren en la inmunizacion activa. Por ejemplo, las vacunas con cepas leves no
inducen niveles de anticuerpos protectores cuando se administran a pollos de engorde con anticuerpos maternos, ya
que estas cepas son neutralizadas por el conjunto de anticuerpos maternos.

Asi pues, una particula virica debe ser lo suficientemente eficaz en la replicacidon y propagacion para garantizar que
no sea neutralizada por los anticuerpos maternos contra el virus. Los anticuerpos maternos son un conjunto finito de
anticuerpos eficaces, que disminuyen a medida que el pollo va envejeciendo, y la neutralizacién del virus de esta
manera no equivale al establecimiento de inmunidad a largo plazo para el embrién/polluelo. Para desarrollar inmunidad
a largo plazo contra el virus, el embrién y el pollo eclosionado deben desarrollar una respuesta inmunitaria protectora
apropiada que sea distinta del efecto de los anticuerpos maternos.

Para que sea util para la vacunacion in ovo, el virus ademas no se debe replicar ni propagar a un nivel que haga que
sea patdgeno para el embrion.

La patogenicidad reducida en términos del embrién puede significar que el coronavirus provoca una menor reduccion
de la capacidad de eclosion en comparacion con un coronavirus de control de tipo silvestre correspondiente. Por lo
tanto, la expresion "sin ser patégeno para el embrién”, en el contexto de la presente invencién, puede significar "sin
causar una reduccion de la capacidad de eclosion" en comparacion con un coronavirus de control.

Una variante de la replicasa adecuada puede identificarse usando métodos que son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, se pueden realizar experimentos de exposicién comparativos tras la vacunacion in ovo de embriones con o
sin anticuerpos maternos (es decir, en donde la capa se haya vacunado o no contra el VBI).

Si la variante de la replicasa permite que el virus se propague a un nivel que es demasiado alto, el embrién no
eclosionara o no sera viable tras la eclosién (es decir, el virus es patdogeno para el embrién). Un virus que es patégeno
para el embriéon puede matarlo.

Si la variante de la replicasa causa una reduccion en la replicacién y la propagacion viricas que es demasiado elevada,
el virus sera neutralizado por los anticuerpos maternos. La posterior exposicion del polluelo con el IBV producira el
desarrollo de sintomas clinicos (por ejemplo, sibilancias, tos metalica, pérdida de actividad ciliar) y el inicio de la
enfermedad en el polluelo expuesto; ya que no habra podido desarrollar una inmunidad eficaz contra el virus.
VARIANTE

Como se usa en el presente documento, el término "variante" es sinénimo de "mutante”, y se refiere a una secuencia
de acido nucleico o de aminoacidos que difiere en comparacion con la secuencia de tipo silvestre correspondiente.
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Una secuencia variante/mutante puede surgir de forma natural, o puede crearse artificialmente (por ejemplo, mediante
mutagénesis dirigida). El mutante puede tener al menos un 70, 80, 90, 95, 98 0 99% de identidad de secuencia con la
parte correspondiente de la secuencia de tipo silvestre. El mutante puede tener menos de 20, 10, 5, 4, 3, 2 0 1
mutaciones sobre la parte correspondiente de la secuencia de tipo silvestre.

La expresion "tipo silvestre" se usa para indicar un gen o una proteina que tiene una secuencia de nucleétidos o de
aminoacidos primaria que es idéntica al gen nativo o la proteina nativa, respectivamente (es decir, al gen virico o a la
proteina virica).

Pueden realizarse comparaciones de identidad a simple vista, o mas habitualmente, con la ayuda de programas de
comparacién de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles en el mercado pueden
calcular el % de identidad entre dos o mas secuencias. Un programa informatico adecuado para llevar a cabo dicho
alineamiento es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Universidad de Wisconsin, EE. UU.; Devereux et al., 1984, Nucleic
Acids Research 12:387). Los ejemplos de otros programas informaticos que pueden realizar comparaciones de
secuencias incluyen, pero sin limitacion, el paquete BLAST (véase Ausubel et al., 1999 misma referencia- Capitulo
18), FASTA (Atschul et al., 1990, J. Mol. Biol., 403-410) y el conjunto de herramientas de comparacion GENEWORKS,
ClustalX (véase Larkin et al. (2007) Clustal W y Clustal X versién 2.0. Bioinformatics, 23:2947-2948). Tanto BLAST
como FASTA estan disponibles para busqueda fuera de linea y en linea (véase Ausubel et al., 1999 misma referencia,
paginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, se prefiere usar el programa GCG Bestfit. También
esta disponible una nueva herramienta, denominada BLAST 2 Sequences para comparar la secuencia proteica y de
nucleétidos (véase FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8 y
tatiana@ncbi.nim.nih.gov).

La secuencia puede tener una o mas eliminaciones, inserciones o sustituciones de restos de aminoacidos que
producen un cambio silencioso y dan lugar a una molécula funcionalmente equivalente. Pueden realizarse
sustituciones de aminoacidos deliberadas basandose en la similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobia,
hidrofilia y/o la naturaleza anfipatica de los restos, siempre que se conserve la actividad. Por ejemplo, los aminoacidos
con carga negativa incluyen acido aspartico y acido glutdmico; los aminoacidos con carga positiva incluyen lisina y
arginina; y los aminoacidos de grupos de cabeza polar sin carga que tienen valores de hidrofilia similares incluyen
leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

Se pueden realizar sustituciones conservativas, por ejemplo, de acuerdo con la tabla que se presenta a continuacion.
Los aminoacidos del mismo bloque de la segunda columna y, preferentemente, de la misma linea de la tercera columna
pueden sustituirse entre si:

ALIFATICOS |No polares GAP
LV
Polares - no cargados |[CSTM
NQ
Polares - cargados DE

KR
AROMATICOS HFWY

El coronavirus de la presente invencion comprende una variante del gen de la replicasa como se define en las
reivindicaciones que codifica una proteina que comprende una mutacion en comparacion con SEQ ID NO: 7 que,
cuando se expresa en un coronavirus, hace que el virus tenga una patogenicidad reducida en comparacion con un
coronavirus que expresa la correspondiente replicasa de tipo silvestre.

La variante del gen de la replicasa codifica una proteina que comprende una mutaciéon de aminoacido en nsp-14.

La variante del gen de la replicasa del coronavirus como se define en las reivindicaciones de la presente invencion
puede codificar una proteina que comprende una mutacién como se define en las secuencias mod M41 presentadas
en la Figura 10.

La variante del gen de la replicasa del coronavirus de la presente invencion puede codificar una proteina que
comprende las mutaciones de aminoacidos:

de Pro a Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6,
de Val a Leu en la posicién 393 de SEQ ID NO: 7;
de Leu a lie en la posicion 183 de SEQ ID NO: 8; y
de Val a lie en la posicion 209 de SEQ ID NO: 9.

La variante del gen de la replicasa del coronavirus de la presente invencion puede codificar una proteina que no
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comprenda una mutacién en nsp-2, nsp-3, nsp-6 o nsp-13.

La variante del gen de la replicasa del coronavirus de la presente invencion puede codificar una proteina que no
comprenda una mutacion en nsp10 que corresponde a la mutacion treonina a isoleucina causada por una mutacién
en la posicion de nucleétido 12.008 del gen publicado por Ammayappan et al. (Arch Virol (2009) 154:495-499).

Ammayappan et al (anterior) informa sobre la identificacion de los cambios de secuencia responsables de la
atenuacion de la cepa del IBV Arkansas DPI. El estudio identificdé 17 cambios de aminoacidos en una variedad de
proteinas del VBI después de multiples pasadas, aprox. 100, del virus en huevos embrionados. No se investigo si el
virus atenuado (Ark DPI 101) es capaz de replicarse en presencia de anticuerpos maternos contra el virus in ovo, sin
ser patégeno para el embrién. Dado que este virus fue producido por multiples pasadas en huevos embrionados SPF,
metodologia similar para las vacunas clasicas contra el IBV, es probable que este virus sea patdgeno para los
embriones. El virus también puede ser sensible a los anticuerpos maternos si las gallinas fueran vacunadas con un
serotipo similar.

La variante del gen de la replicasa del coronavirus de la presente invencion puede codificar una proteina que
comprende cualquier combinacién de una o0 mas mutaciones de aminoacidos proporcionadas en la lista anterior.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende la mutacién de aminoacidos Pro a
Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6.

La variante del gen de la replicasa codifica una proteina que comprende la mutaciéon de aminoacidos Val a Leu en la
posicion 393 de SEQ ID NO: 7.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende la mutacién de aminoacidos Leu a lle
en la posicion 183 de SEQ ID NO: 8.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende la mutacién de aminoacidos Val a lle
en la posiciéon 209 de SEQ ID NO: 9.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende las mutaciones de aminoacidos Pro
a Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6, y Val a Leu en la posiciéon 393 de SEQ ID NO: 7.

La variante del gen de la replicasa puede codificar ademas una proteina que comprende las mutaciones de
aminoacidos Pro a Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6 y Leu a lle en la posicién 183 de SEQ ID NO: 8.

La variante del gen de la replicasa puede codificar ademas una proteina que comprende las mutaciones de
aminoacidos Pro a Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6 y Val a lle en la posicién 209 de SEQ ID NO: 9.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende las mutaciones de aminoacidos Val a
Leu en la posicion 393 de SEQ ID NO: 7 y Leu a lle en la posicién 183 de SEQ ID NO: 8.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende las mutaciones de aminoacidos Val a
Leu en la posicion 393 de SEQ ID NO: 7 y Val a lle en la posicion 209 de SEQ ID NO: 9.

La variante del gen de la replicasa puede codificar ademas una proteina que comprende las mutaciones de
aminoacidos Leu a lle en la posicion 183 de SEQ ID NO: 8 y Val a lle en la posicién 209 de SEQ ID NO: 9.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende las mutaciones de aminoacidos Pro
a Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6, Val a Leu en la posicion 393 de SEQ ID NO: 7 y Leu a lle en la posicion 183
de SEQ ID NO: 8.

La variante del gen de la replicasa puede codificar ademas una proteina que comprende las mutaciones de
aminoacidos Pro a Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6, Leu a lle en la posicion 183 de SEQ ID NO: 8 y Val a lle
en la posiciéon 209 de SEQ ID NO: 9.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende las mutaciones de aminoacidos Pro
a Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6, Val a Leu en la posicion 393 de SEQ ID NO: 7 y Val a lle en la posicion 209
de SEQ ID NO: 9.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende las mutaciones de aminoacidos Val a
Leu en la posicion 393 de SEQ ID NO: 7, Leu a lle en la posicion 183 de SEQ ID NO: 8 y Val a lle en la posicion 209
de SEQ ID NO: 9.

La variante del gen de la replicasa puede codificar una proteina que comprende las mutaciones de aminoacidos Pro
a Leu en la posicion 85 de SEQ ID NO: 6, Val a Leu en la posicion 393 de SEQ ID NO: 7, Leu a lle en la posicion 183
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de SEQ ID NO: 8 y Val a lle en la posicion 209 de SEQ ID NO: 9.

La variante del gen de la replicasa también puede definirse a nivel de nucleétidos.

Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos de la variante del gen de la replicasa del coronavirus de la presente invencion
puede comprender una o mas sustituciones de nucledtidos dentro de las regiones seleccionadas de la lista de: 11884-
12318, 16938-18500, 18501-19514 y 19515-20423 de SEQ ID NO:1.

Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos de la variante del gen de la replicasa del coronavirus de la presente invencion
puede comprender una o mas sustituciones de nucleétidos seleccionadas de la lista de:

de C a T en la posicion de nucledtido 12137;
de G a C en la posicién de nucledtido 18114;
de T a A en la posicion de nucledtido 19047; y
de G a A en la posicion de nucleotido 20139;
en comparacion con la secuencia mostrada como SEQ ID NO: 1.

Como se usa en el presente documento, el término "sustitucion" es sinénimo del término mutacioén, y significa que el
nucleétido de la posicion identificada difiere del de la secuencia de nucleétidos de tipo silvestre.

La secuencia de nucleétidos puede comprender cualquier combinacion de las sustituciones de nucledtidos
seleccionadas de la lista de:

de C a T en la posicion de nucleétido 12137;
de G a C en la posicion de nucleétido 18114;
de T a A en la posicion de nucledtido 19047; y
de G a A en la posicion de nucleétido 20139;
en comparacion con la secuencia mostrada como SEQ ID NO: 1.
La secuencia de nucleotidos puede comprender la sustitucion C12137T.
La secuencia de nucleotidos puede comprender la sustitucion G18114C.
La secuencia de nucleétidos puede comprender la sustitucion T19047A.
La secuencia de nucledtidos puede comprender la sustitucion G20139A.
La secuencia de nucleotidos puede comprender las sustituciones C12137T y G18114C.
La secuencia de nucleotidos puede comprender las sustituciones C12137T y T19047A.
La secuencia de nucleétidos puede comprender las sustituciones C12137T y G20139A.
La secuencia de nucledtidos puede comprender las sustituciones G18114C y T19047A.
La secuencia de nucleétidos puede comprender las sustituciones G18114C y G20139A.
La secuencia de nucleétidos puede comprender las sustituciones T19047A y G20139A.
La secuencia de nucleétidos puede comprender la sustitucion C12137T, G18114C y T19047A.
La secuencia de nucledtidos puede comprender la sustitucion C12137T, T19047A y G20139A.
La secuencia de nucleotidos puede comprender la sustitucion C12137T, G18114C y G20139A.
La secuencia de nucleétidos puede comprender la sustitucion G18114C, T19047A y G20139A.
La secuencia de nucleétidos puede comprender la sustitucion C12137T, G18114C, T19047A y G20139A.

La secuencia de nucleétidos puede no comprender una sustitucion que corresponda a la sustitucion C12008T
publicada por Ammayappan et al. (como anteriormente).

La secuencia de nucledtidos puede ser natural, sintética o recombinante. Puede ser bicatenaria o monocatenaria,
puede ser ADN o ARN, o combinaciones de los mismos. Esto puede ser, por ejemplo, ADNc, producto de la PCR,
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secuencia gendmica o ARNm.

La secuencia de nucledtidos puede estar optimizada para los codones para la produccion en el hospedador/en la
célula hospedadora que se escoja.

Se puede aislar, o ser parte de un plasmido, un virus o una célula hospedadora.
PLASMIDO

Un plasmido es una molécula de ADN extracromosémica separada del ADN cromosomico que es capaz de replicarse
independientemente del ADN cromosémico. Son habitualmente circulares y bicatenarios.

Los plasmidos, o vectores (como a veces se conocen), se pueden usar para expresar una proteina en una célula
hospedadora. Por ejemplo, una célula hospedadora bacteriana puede transfectarse con un plasmido capaz de codificar
una determinada proteina, para expresar esa proteina. El término también incluye cromosomas artificiales de levadura
y cromosomas artificiales de bacterias que son capaces de alojar partes mas largas de ADN.

El plasmido de la presente invencion comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una region definida de la
proteina replicasa. También puede comprender una o mas secuencias de nucleétidos de coronavirus adicionales o
secuencias de nucledtidos capaces de codificar una o0 mas proteinas de coronavirus tales como el gen S y/o el gen 3.

El plasmido también puede comprender un marcador de resistencia, tal como el gen de guanina xantina
fosforribosiltransferasa (gpt) de Escherichia coli, que confiere resistencia al acido micofendlico (MPA) en presencia de
xantina e hipoxantina y que es controlado por el promotor temprano/tardio del virus vaccinia P7.5.

VIRUS VACCINIA RECOMBINANTE

La presente invencién también se refiere a un virus vaccinia recombinante (rVV) que comprende una variante del gen
de la replicasa como se define en el presente documento.

El virus vaccinia recombinante (rVV) se puede crear usando un sistema de genética inversa basado en virus vaccinia.
En este sentido, también se proporciona un método de preparacion de una particula virica mediante:

(i) transfectar un plasmido como se ha descrito en el apartado anterior a una célula hospedadora;

(ii) infectar la célula hospedadora con un virus recombinante que comprende el genoma de una cepa de coronavirus
con un gen de la replicasa;

(iii) permitir que se produzca una recombinacion homéloga entre las secuencias del gen de la replicasa en el
plasmido y las secuencias correspondientes en el genoma del virus recombinante para producir un gen de la
replicasa modificado;

(iv) seleccionar el virus recombinante que comprende el gen de la replicasa modificado.

La expresion "gen de la replicasa modificado” se refiere a un gen de la replicasa que comprende una variante del gen
de la replicasa como se define en las reivindicaciones.

Especificamente, la expresién se refiere a un gen que se deriva de un gen de la replicasa de tipo silvestre, pero que
comprende una secuencia de nucleétidos que le hace codificar una variante de proteina replicasa como se define en
el presente documento.

La recombinacién puede implicar todo o parte del gen de la replicasa. Por ejemplo, la recombinacién puede implicar
una secuencia de nucledtidos que codifica cualquier combinacion de nsp-10, nsp-14, nsp-15 y/o nsp-16. La
recombinacién puede implicar una secuencia de nucleétidos que codifica una mutaciéon de aminoacidos o comprende
una sustitucion de nucleétidos como se ha definido anteriormente.

El genoma de la cepa de coronavirus puede carecer de la parte de la proteina replicasa correspondiente a la parte
proporcionada por el plasmido, de un modo que se forme una proteina modificada mediante la insercién de la
secuencia de nucledtidos proporcionada por el plasmido.

El virus recombinante es aquel adecuado para permitir la recombinacion homoéloga entre su genoma y el plasmido. El
virus vaccinia es particularmente adecuado, ya que se usa habitualmente recombinacion homdloga para insertar y
eliminar secuencias para el genoma de virus vaccinia.

El método anterior incluye opcionalmente las etapas:

(v) recuperar el coronavirus recombinante que comprende el gen de la replicasa modificado del ADN del virus
recombinante de la etapa (iv).
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Se conocen en la técnica métodos de recuperacion de coronavirus recombinantes, tales como el IBV recombinante
(véase Britton et al (2005) véase pagina 24; y el documento WO2011004146).

Por ejemplo, el ADN del virus recombinante de la etapa (iv) puede insertarse en un plasmido y usarse para transfectar
células que expresen la ARN polimerasa T7 citoplasmatica. Las células pueden, por ejemplo, infectarse previamente
con un virus de la viruela aviar que exprese la ARN polimerasa T7. El coronavirus recombinante puede aislarse
después, por ejemplo, del medio de crecimiento.

Cuando el plasmido se inserta en el genoma del virus vaccinia, se forma un producto intermedio inestable. Pueden
seleccionarse recombinantes que comprendan el plasmido, por ejemplo, usando un marcador de resistencia en el
plasmido.

Después puede verificarse que los recombinantes positivos contienen el gen de la replicasa modificado mediante, por
ejemplo, PCR y secuenciacion.

Pueden cultivarse grandes reservas del virus de recombinacién incluyendo el gen de la replicasa (por ejemplo virus
vaccinia recombinante, (rVV) y extraerse el ADN para llevar a cabo la etapa (v).

Se conocen en la técnica sistemas de genética inversa adecuados (Casais et al (2001) J. Virol 75:12359-12369; Casais
et al (2003) J. Virol. 77:9084-9089; Britton et al (2005) J. Virological Methods 123:203-211; Armesto et al (2008)
Methods in Molecular Biology 454:255-273).

CELULA
El coronavirus puede usarse para infectar una célula.

Se pueden recoger particulas de coronavirus, por ejemplo, del sobrenadante, mediante métodos conocidos en la
técnica, y opcionalmente purificados.

La célula puede usarse para producir la particula de coronavirus.

Por lo tanto, la presente invencién también proporciona un método de produccion de un coronavirus como se define
en las reivindicaciones que comprende las siguientes etapas:

(i) infectar una célula con un coronavirus de acuerdo con la invencion;
(i) permitir que el virus se replique en la célula; e
(iii) recoger el virus de la progenie.

También se proporciona una célula capaz de producir un coronavirus usando un sistema de genética inversa. Por
ejemplo, la célula puede comprender un genoma de virus recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos
capaz de codificar el gen de la replicasa de la presente invencion.

La célula puede producir virus recombinante (por ejemplo, virus vaccinia) que contenga el gen de la replicasa.

Como alternativa, la célula puede ser capaz de producir coronavirus recombinante mediante un sistema de genética
inversa. La célula puede expresar o ser inducida a expresar la polimerasa T7 para rescatar la particula virica
recombinante.

VACUNA

El coronavirus se puede usar para producir una vacuna. La vacuna puede ser una forma viva atenuada del coronavirus
de la presente invencion y puede comprender ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se define en
el presente documento, Los "vehiculos farmacéuticamente aceptables" adecuados para su uso en la invencién son
bien conocidos por los expertos en la materia. Dichos vehiculos incluyen, sin limitacién, agua, solucién salina, solucion
salina tamponada, tampdn de fosfato, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones. Se pueden afadir
otros diluyentes y excipientes empleados convencionalmente de acuerdo con técnicas convencionales. Dichos
vehiculos pueden incluir etanol, polioles y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales y ésteres organicos
inyectables. También se pueden emplear tampones y agentes de ajuste del pH. Los tampones incluyen, sin limitacion,
sales preparadas a partir de un acido organico o de una base organica. Los tampones representativos incluyen, sin
limitacion, sales de acidos organicos, tales como sales de acido citrico, por ejemplo, citratos, acido ascorbico, acido
gluconico, histidina-Hel, acido carbénico, acido tartarico, acido succinico, acido acético o acido ftalico, Tris, clorhidrato
de trimetanmina o tampones fosfato. Los vehiculos parenterales pueden incluir solucién de cloruro de sodio, dextrosa
de Ringer, dextrosa, trehalosa, sacarosa y cloruro de sodio, lactato de Ringer o aceites fijos. Los vehiculos
intravenosos pueden incluir reforzadores de fluidos y de nutrientes, reforzadores de electrolitos, tales como los
basados en la dextrosa de Ringer y similares. También se pueden proporcionar conservantes y otros aditivos tales
como, por ejemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes (por ejemplo, EDTA), gases inertes y
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similares en los vehiculos farmacéuticos. La presente invencion no esta limitada por la selecciéon del vehiculo. La
preparacién de estas composiciones farmacéuticamente aceptables, de los componentes descritos anteriormente, que
tienen una isotonicidad de pH adecuada, estabilidad y otras caracteristicas convencionales esté dentro de la habilidad
de la técnica. Véanse, por ejemplo, Textos tales como "Remington: The Science and Practice of Pharmacy", 202 Ed.,
Lippincott Williams & Wilkins, pub. 2000; y "The Handbook of Pharmaceutical Excipients", 42 Edicion, eds. R. C. Rowe
et al, APhA Publications, 2003.

La vacuna como se define en las reivindicaciones debe administrarse en una "cantidad terapéuticamente eficaz", que
se refiere a una cantidad de un principio activo, por ejemplo, un agente de acuerdo con la invencion, suficiente para
lograr resultados beneficiosos o deseados cuando se administra a un sujeto o paciente. Una cantidad eficaz puede
administrarse en una o mas administraciones, aplicaciones o dosis. Un experto en la materia puede determinar
facilmente una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" es
aquella que produce un cambio medido objetivamente en uno o méas parametros asociados a la afeccidon de bronquitis
infecciosa, suficiente para efectuar resultados beneficiosos o deseados. Una cantidad eficaz puede administrarse en
una o mas administraciones. Una cantidad eficaz de farmaco, compuesto o composicion farmacéutica es una cantidad
suficiente para reducir la incidencia de la bronquitis infecciosa. Como se usa en el presente documento, el término
"terapéutico" abarca el espectro completo de tratamientos para una enfermedad, afeccion o trastorno. Un agente
"terapéutico” de la invencion puede actuar de manera profilactica o preventiva, incluyendo aquellos que incorporan
procedimientos disefiados para tratar animales que pueden identificarse como en riesgo (farmacogenética); o de una
manera que mejore o sea de naturaleza curativa; o puede actuar para disminuir la velocidad o el alcance de la
progresion de al menos un sintoma de una enfermedad o de un trastorno que se esté tratando.

La presente invenciéon también se refiere a un método de produccion de dicha vacuna que comprende la etapa de
infectar células, por ejemplo, células Vero, comprendiendo una particula virica una proteina replicasa como se define
en relacion con el primer aspecto de la invencion.

METODO DE VACUNACION
El coronavirus de la presente invencion puede usarse para tratar y/o prevenir una enfermedad.

"Tratar" significa administrar la vacuna a un sujeto que tiene una enfermedad existente para atenuar, reducir o mejorar
al menos un sintoma asociado con la enfermedad y/o para frenar, reducir o bloquear la progresion de la enfermedad.

"Prevenir" significa administrar la vacuna a un sujeto que aun no ha contraido la enfermedad y/o que no muestra
ningun sintoma de la enfermedad para evitar o alterar la causa de la enfermedad (por ejemplo, la infeccién) o para
reducir o prevenir el desarrollo de al menos un sintoma asociado con la enfermedad.

La enfermedad puede ser cualquier enfermedad causada por un coronavirus, tal como una enfermedad respiratoria
y/o gastroenteritis en seres humanos y hepatitis, gastroenteritis, encefalitis 0 una enfermedad respiratoria en otros
animales.

La enfermedad puede ser bronquitis infecciosa (Bl); diarrea epidémica porcina; gastroenteritis transmisible; virus de la
hepatitis de raton; encefalomielitis hemaglutinante porcina; sindrome respiratorio agudo grave (SARS); o enfermedad
de Bluecomb.

La enfermedad puede ser bronquitis infecciosa.

La vacuna puede administrarse a polluelos eclosionados o a pollos, por ejemplo, mediante un colirio o0 administracion
intranasal. Aunque son precisos, estos métodos pueden ser caros, por ejemplo, para grandes grupos de pollos de
engorde. Las alternativas incluyen inoculacion por pulverizacion o administracion al agua para beber, pero puede ser
dificil garantizar la aplicacion de la vacuna uniforme usando dichos métodos.

La vacuna puede proporcionarse en una forma adecuada para su administracion, tal como un colirio para uso
intraocular.

La vacuna puede administrarse mediante la inoculacion in ovo, por ejemplo, mediante inyeccion de huevos
embrionados. La vacunacion in ovo tiene la ventaja de que proporciona una resistencia de estadio temprano a la
enfermedad. También facilita la administracién de una dosis uniforme por sujeto, a diferencia de la inoculacién por
pulverizacién y administracion a través del agua para beber.

La vacuna puede administrarse a cualquier compartimento adecuado del huevo, Incluyendo el fluido alantoideo, el
saco vitelino, el amnios, la celda de aire o embridn. Puede administrarse debajo de la membrana de la céscara (celda
de aire) y membrana corioalantoidea.

Habitualmente, la vacuna se inyecta a huevos embrionados durante los estadios tardios del desarrollo embrionario,
en general, durante el ultimo trimestre del periodo de incubacién, tal como 3-4 dias antes de eclosionar. En los pollos,
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la vacuna puede administrarse entre el dia 15 y el 19 del periodo de incubacién de 21 dias, por ejemplo, al dia 17 o
18.

El proceso puede automatizarse usando un proceso de inyeccion robotico, tal como el descrito en el documento WO
2004/078203.

La vacuna puede administrarse junto con una o mas vacunas distintas, por ejemplo, vacunas para otras enfermedades,
tales como virus de la enfermedad de Newcastle (NDV). La presente invencién también proporciona una composicion
de vacuna que comprende una vacuna desvelada en el presente documento junto con una o mas vacunas distintas.
También se proporciona un kit que comprende una vacuna descrita en el presente documento junto con una o mas
vacunas distintas para la administracion separada, secuencial o simultanea.

La vacuna o composicion de vacuna de la invencion pueden usarse para tratar un sujeto humano. Por ejemplo, el
sujeto puede ser un polluelo, un pollo o un ratén (tal como un ratén de laboratorio, por ejemplo, ratén transgénico).

Por lo general, un médico o veterinario determinara la dosis real que sera mas adecuada para cada sujeto o grupo de
sujetos, y variara con la edad, el peso y la respuesta del/de los sujeto/s en particular.

La composicién puede comprender opcionalmente un vehiculo, diluyente, excipiente o adyuvante farmacéuticamente
aceptable. La eleccion del vehiculo farmacéutico, excipiente o diluyente puede seleccionarse con respecto a la via
pretendida de administracion y la practica farmacéutica convencional. Las composiciones farmacéuticas pueden
comprender como (0 ademas de) el vehiculo, excipiente o diluyente, uno o mas aglutinantes, lubricantes, agentes de
suspension, agentes de recubrimiento, agentes de solubilizacion y otros agentes portadores adecuados que puedan
ayudar o aumentar la administracion o la inmunogenicidad del virus.

A continuacion, se describira la invencion ademas por medio de ejemplos, que se pretenden servir para ayudar a un
experto habitual en la materia a llevar a cabo la invencién.

Ejemplos

EJEMPLO 1 - Generacién de un sistema de genética inversa DEL IBV basado en M41-CK

Se produjo un ADNc de longitud completa DE M41-CK mediante el reemplazo del ADNc de Beaudette en el sistema
de genética inversa del virus Vaccinia descrito previamente en el documento W0O2011/004146 con ADNCc sintético
derivado de la secuencia consenso de M41.

El ADNc del IBV dentro de la estructura del virus Vaccinia recombinante (rVV) rVV-BeauR-Rep-M41 descrita en
Armesto, Cavanagh y Britton (2009). PLoS ONE 4(10): e7384. doi:10.1371/journal.pone.0007384, que consistia en la
replicasa derivada de la cepa Beaudette del IBV, y los genes estructurales y auxiliares y la UTR de 3’ del IBV M41-
CK, se modific6 ademas mediante el reemplazo de la secuencia de UTR de 5-Nsp2-Nsp3 de Beaudette por la
secuencia correspondiente del IBV M41-CK. EI ADNc del IBV resultante consistié en UTR de 5’-Nsp2-Nsp3 de M41,
Nsp4-Nsp16 de Beaudette, y los genes estructurales y auxiliares y UTR de 3’ de M41. Este ADNc se modificé ademas
mediante la eliminacion de la secuencia de Nsp4-Nsp16 de Beaudette. El ADNc resultante, carente de Nsp4-16, se
modificé en cuatro etapas adicionales en las que las Nsp eliminadas se reemplazaron secuencialmente con las
secuencias correspondientes de M41-CK, los ADNc de reemplazo representaron Nsp4-8, Nsp9-12, Nsp12-14 de M41-
CK, y finalmente Nsp15-16. Cada ADNc de reemplazo contenia aprox. 500 nucleétidos en el extremo &’
correspondiente a la secuencia de M41 mas 3' insertada previamente y aprox. 500 nucleétidos en el extremo 3’
correspondiente a la secuencia del gen S de M41. Esto permitio la insercién de la secuencia de ADNc de M41 mediante
recombinacién homaéloga y la adicidon secuencial de la secuencia contigua del gen de la replicasa de M41. Los ADNc
sintéticos que contienen las secuencias de Nsp derivadas de M41 se afnadieron mediante recombinaciéon homéloga
usando el sistema de seleccién dominante transitoria (TDS) descrito anteriormente por el inventor (véase el documento
WO02011/004146). Los ADNc derivados de M41 que contienen la secuencia correspondiente a Nsps-10, -14, -15 y -
16 de M41 contenian los aminoacidos modificados en las posiciones 85, 393, 183 y 209, respectivamente, como se
indica en la Figura 10.

Se generd un ADNc de longitud completa que representa el genoma de M41-CK en el virus Vaccinia que representa
las secuencias sintéticas. Se rescataron dos rIBV, M41-R-6 y M41-R-12, y se mostré que crecian de manera similar a
M41-CK (Fig. 1).

EJEMPLO 2 - Determinacién de la patogenicidad de los virus M41 rescatados

Se usaron los virus rescatados en el Ejemplo 1 para infectar polluelos libres de patégenos especificos (SPF) de 8 dias
de vida mediante inoculacion ocular y nasal para evaluar su patogenicidad, segun lo observado por los signos clinicos
diariamente 3-7 dias después de la infeccién y para la actividad ciliar los dias 4 y 6 después de la infeccion. La pérdida
de actividad ciliar es un método bien establecido para determinar la patogenicidad del IBV. Se descubrié que los dos
virus M41-R eran patdégenos en comparaciéon con M41-CK, aunque mostraban algunos signos clinicos en comparacion
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con los polluelos de control no infectados (Fig. 2) y algunas pérdidas, pero inconsistentes, de la actividad ciliar (Fig.
3).

Por lo tanto, los clones moleculares M41-R de M41-CK no eran patégenos en comparacion con el virus parental M41-
CK.

Los inventores identificaron varias diferencias de nucleétidos en las secuencias de M41-R en comparacién con las
secuencias de M41-CK. La mayoria de estas eran mutaciones sindnimas, ya que el cambio de nucleétidos no afectéd
a la secuencia de aminoacidos de la proteina asociada con la secuencia. Sin embargo, se identificaron cuatro
mutaciones no sinénimas en el gen de la replicasa del IBV especifico de los componentes Nsp-10, Nsp-14, Nsp-15 y
Nsp-16 del gen de la replicasa, y estas mutaciones dieron lugar a cambios de aminoacidos (Tabla 3).

Tabla 3. Mutaciones no sinénimas identificadas en las Nsp del genoma de longitud completa de M41-R
Region de la replicasa | Posicion de los nucleétidos | Mutacion de nucledtidos | Cambio de aminoacidos
Nsp10 12137 C—T Pro—Leu
Nsp14 18114 G—-C Val—Leu
Nsp15 19047 T—A Leu—lle
Nsp16 20139 G—A Val—lle

EJEMPLO 3 - Reparacion de los rIBV de M41-R

Para determinar si las mutaciones identificadas eran responsables de la pérdida de patogenicidad asociada con M41-
R, se repard la mutacién Nsp10 y se repararon las mutaciones en Nsp-14, -15 y -16, y se demostré que crecian de
manera similar a M41-CK (Fig. 9). Los inventores generaron asi los rIBV, M41R-nsp10rep y M41 R-nsp14, 15, 16rep,
usando ADNCc sintéticos que contenian los nucleétidos correctos utilizando el sistema descrito anteriormente (TDS)
del inventor (véase el documento W02011/004146).

Se evalué la patogenicidad de los rIBV en polluelos como se ha descrito anteriormente. Ambos rIBV mostraron una
mayor patogenicidad en comparacion con M41-R, pero no con el nivel observado con M41-CK (Fig. 4 y 5). M41R-
nsp14, 15, 16rep dio mas signos clinicos y una mayor reduccion de la actividad ciliar que M41R-nsp10rep. En general,
estos resultados indicaron que los cambios asociados con las cuatro Nsp parecen afectar a la patogenicidad.

Para determinar las funciones de las Nsp en la patogenicidad, se us6 el ADNc de longitud completa correspondiente
a M41R-nsp10rep para reparar las mutaciones en Nsps14, 15 y 16 usando un ADNc sintético que contenia los
nucledtidos correctos usando el sistema TDS.

Se produjeron los siguientes rIBV:

M41R-nsp10, 15rep - M41-R con las mutaciones en Nsp-10 y Nsp-15 reparadas
M41R-nsp10, 14, 15rep- M41-R con mutaciones en Nsp-10, -14 y -15 reparadas
M41R-nsp10, 14, 16rep- M41-R con mutaciones en Nsp-10, -14 y -16 reparadas
M41R-nsp10, 15, 16rep- M41-R con mutaciones en Nsp-10, -15 y -16 reparadas
M41-K - Las cuatro mutaciones, Nsp-10, -14, -15 y -16 reparadas en M41-R

Se demostrd que los rIBV crecian de manera similar a M41-CK (Fig. 9) y se evalué la patogenicidad como se ha
descrito anteriormente. M41-K (en el que se habian reparado las cuatro mutaciones) produjo signos clinicos y una
pérdida del 100 % de la actividad ciliar (ciliostasis completa) a los 4 dias después de la infeccion (Fig. 6, 7 y 8). Los
otros rIBV demostraron niveles variables de patogenicidad, aparte de M41R-nsp10, 15, 16rep, que era esencialmente
apatégeno. Estos resultados confirmaron que la reparacion de las cuatro Nsp restablecié la patogenicidad a M41-R;
apoyando nuevamente la evidencia previa de que las mutaciones descritas en las cuatro Nsp estan implicadas en la
atenuacion de M41-CK.

Los inventores también generaron rIBV M41R-nsp 10, 14 rep (nsp 10 y 14 se reparan, nsp 15 y 16 contienen
mutaciones) y rIBV M41R-nsp 10, 16 rep (nsp 10 y 16 se reparan, nsp 14 y 15 contienen mutaciones ) y evaluaron la
patogenicidad de estos virus.

rIBV M41R-nsp 10, 14 rep fue menos patégeno que M41-K, pero caus6 aproximadamente el 50 % de ciliostasis en los
dias 4-6 posteriores a la infeccion. rIBV M41R-nsp 10, 16 rep fue casi patégeno, y no causo ciliostasis (véase la Figura
11a-c).

Por lo tanto, el genoma asociado con M41-R es un genoma potencial de estructura principal para un IBV racionalmente
atenuado.

EJEMPLO 4 - Estudio de vacunacién/exposicion con M41-R
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Se probaron los virus de la vacuna candidata en estudios en los que se vacunaron huevos de gallina fertilizados in
ovo a los 18 dias de la embrionacion, y en los que se determiné la capacidad de eclosidon de los huevos inoculados.
Se investigd la salud clinica de los pollos, y los pollos se expusieron a los 21 dias de nacer a un virus de exposicion
virulento M41 de Bl a DIEso de 10365 por dosis.

Se investigaron los signos clinicos tras la proteccion mediante la exposicion con la vacuna, y se realizé una prueba de
ciliostasis a los 5 dias después de la exposicion para investigar el efecto de los virus de exposicidén sobre el movimiento
de los cilios y la proteccion de la vacuna contra la ciliostasis (inhibiciéon del movimiento de los cilios).

Vacunacion in ovo en huevos de engorde comerciales

El disefio del experimento se da en la Tabla 4 y los resultados clinicos se dan en la Tabla 5. La capacidad de eclosion
de los huevos inoculados con M41-R de Bl fue buena y los pollos resultaron ser sanos. M41-R de Bl protegi6 contra
los signos clinicos tras la exposicién en los pollos de engorde (placebo: 19/19 afectados, M41-R de Bl: 3/18 afectados
y 1 fallecido). Los resultados de la prueba de ciliostasis se dan en la Tabla 6. M41-R de Bl gener6 proteccion contra
la ciliostasis.

Tabla 4 - Disefio de un estudio de capacidad de eclosién, seguridad y eficacia en huevos comerciales

Tratamiento | Descripcion | DIEso' Via de Dia/s de Dial/s de Fin del N.° de
del por administracion | administracion exposicion? estudio huevos por
tratamiento dosis tratamiento
TO1 Ninguno NA NA NA NA NA 30
TO2 M41-R de Bl 104 In ovo 18 dias de Alos 21 diasde| Alos 30
NTX Solucién NA In ovo embrionacién | nacer, 20 pollos | 26 dias 30
salina por grupo de nacer
10,1 ml de volumen de dosis, NA, no aplicable.
210885 DIEso por dosis.

Tabla 5: Porcentajes de eclosién y datos clinicos antes y después de la exposicién en pollos comerciales, para el
disefio véase la Tabla 1.

Tratamiento | Eclosion/total | Vital/total Antes de la exposicion Después de la exposicion
Fallecimientos/total | Sintomas/total | Fallecimientos/total | Sintomas/total

Ninguno 28/30 Sacrificado directamente después de la eclosion para la extraccion de sangre

M41-R de 28/30 28/28 1/20 0/19 119 3/18"7

BI

Solucién 29/30 29/29 1/20 0/19 0/19 19/19123456,7

salina

1 Sistema respiratorio afectado

2 Zumbidos

3 Cambio de voz

4 Dificultad respiratoria

5 Senos intraorbitales inflamados
6 Crecimiento desigual

7 Débil
Tabla 6 - Resultados de la prueba de ciliostasis tras la exposicién, para el disefio véase la Tabla 1.
Tratamiento Protegido/total | Porcentaje de proteccion
Solucién salina 0/19 0%
M41R de BI 5/18 28 %

Vacunacién in ovo en huevos especificos libres de patégenos (SPF)

El disefio del estudio en huevos SPF se da en la Tabla 7, y es similar al disefio de los estudios con pollos de engorde
comerciales, pero la dosis de vacunacion para M41-R de Bl fue superior, (DIEso de 10° por dosis).

Los resultados (Tabla 8) muestran que el porcentaje de eclosién para la eclosién de M41-R de Bl fue bajo, y
eclosionaron 19 de 40, siendo los polluelos débiles. Fallecieron ocho polluelos. Se expusieron los 11 pollos restantes,
y se expusieron 11 de los polluelos nacidos de los huevos que habian sido inoculados con solucién salina.

En la prueba de ciliostasis posterior a la exposicidn, parecia que todos los pollos vacunados in ovo con M41-R de BI
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estaban protegidos, mientras que ninguno de los controles fue protegido, véase la Tabla 9.

Tabla 7. Disefio de un estudio de capacidad de eclosién, seguridad y eficacia en huevos SPF
Tratamiento | Descripcion DIEso' |Via de | Dia de | Dias de | Fin del |N.° de huevos
del por administracion |administracién | exposicion? | estudio por
tratamiento dosis tratamiento
TO1 M41-Rde Bl |10 In ovo 18 dias de|A los 21 dias |A los |40
embrionacion de nacer 26 dias
TO4 Solucién NA In ovo de nacer |49
salina
NTX NA NA NA NA 10
10,1 ml de volumen de dosis, NA, no aplicable.
2 DIEso de 1033 de la dosis de exposicion en 0,2 ml.
5 Tabla 8. Porcentajes de eclosién y datos clinicos antes y después de la exposicién en pollos SPF, para el disefio

véase la Tabla 7.
Antes de la exposicién Después de la exposicion
Fallecimientos/total | Sintomas/total | Fallecimientos/total | Sintomas/total
8/40 débiles 0 0

Tratamiento | Eclosion/total | Vital/total

M41-R de
Bl

Solucion
salina

NA

19/40 11/40

30/40 30/40 0 - 0 0

9/10 9/10 0 - - -

Tabla 9. Resultados de la prueba de ciliostasis tras la exposicién, para el disefio véase la Tabla 7.

Tratamiento

Protegido/total

Porcentaje de proteccion

Solucioén salina

0/11

0%

M41R de BI

11/11

100 %

10  En conclusién, M41-R de Bl fue seguro en huevos comerciales, generé proteccion contra los signos clinicos y, hasta

cierto punto, contra la ciliostasis.

En los huevos SPF vacunados con M4 1R de BI, eclosiond un nimero relativamente bajo de pollos. Esto puede deberse
a la DIEso DE 105 por huevo de M41-R de Bl usado. Esto fue 10 veces superior a la dosis usada en estudios anteriores
en los que hubo un mayor nivel de capacidad de eclosién. Los porcentajes de eclosion mas bajos también pueden
estar causados por una susceptibilidad particularmente elevada del lote de huevos SPF para los virus, como en otros
estudios, el nivel de mortalidad embrionaria también fue mas alto de lo que se habia observado previamente.

15

Tras la exposicion, todos los pollos supervivientes tras la eclosién quedaron completamente protegidos contra la

20 ciliostasis. Se concluye que M41-R de Bl tiene un gran potencial como vacuna para su administracién in ovo.
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REIVINDICACIONES

1. Un coronavirus atenuado, vivo, que comprende una variante del gen de la replicasa codificante de poliproteinas que
comprenden una mutacién en nsp-14, en donde la variante del gen de la replicasa codifica una proteina que
comprende una mutacién de aminoacidos de Val a Leu en la posicién correspondiente a la posicién 393 de SEQ ID
NO: 7.

2. El coronavirus de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende ademas una mutacién en una o mas de nsp-10
correspondiente a SEQ ID NO: 6, nsp-15 correspondiente a SEQ ID NO: 8 y nsp-16 correspondiente a SEQ ID NO: 9.

3. El coronavirus de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la variante del gen de la replicasa codifica una proteina
que comprende una o mas mutaciones de aminoacidos seleccionadas entre: una mutacion de aminoacidos de Pro a
Leu en la posicion correspondiente a la posicién 85 de SEQ ID NO: 6, una mutacion de aminoacidos de Leu a lle en
la posicion correspondiente a la posicion 183 de SEQ ID NO: 8 y una mutacion de aminoacidos de Val a lle en la
posicion correspondiente a la posicion 209 de SEQ ID NO: 9.

4. El coronavirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el gen de la replicasa codifica
una proteina que comprende las mutaciones de aminoacidos: Pro a Leu en la posicidon correspondiente a la posicion
85 de SEQ ID NO: 6; Val a Leu en la posicion correspondiente a la posicion 393 de SEQ ID NO: 7; Leu a lle en la
posicion correspondiente a la posicion 183 de SEQ ID NO: 8; y Val a lle en la posicidn correspondiente a la posicion
209 de SEQ ID NO: 9.

5. El coronavirus de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente que es un virus de bronquitis infecciosa (IBV),
preferentemente, M41 de IBV.

6. El coronavirus de acuerdo con la reivindicacion 5, que comprende una proteina S, al menos parte de la cual es de
un serotipo del IBV distinto de M41, preferentemente, en donde la subunidad S1 es de un serotipo del IBV diferente
de M41 o en donde la proteina S es de un serotipo del IBV diferente de M41.

7. Una variante del gen de la replicasa como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
8. Una proteina codificada por una variante del gen de la replicasa de coronavirus de acuerdo con la reivindicacion 7.
9. Un plasmido que comprende un gen de la replicasa de acuerdo con la reivindicacion 7.

10. Un método de fabricacién del coronavirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que comprende
las siguientes etapas:

(i) transfectar un plasmido de acuerdo con la reivindicacion 9 a una célula hospedadora;

(ii) infectar la célula hospedadora con un virus recombinante que comprende el genoma de una cepa de coronavirus
con un gen de la replicasa, preferentemente, en donde el virus recombinante es un virus vaccinia;

(iii) permitir que se produzca una recombinacién homoéloga entre las secuencias del gen de la replicasa en el
plasmido y las secuencias correspondientes en el genoma del virus recombinante para producir un gen de la
replicasa modificado; e

(iv) seleccionar el virus recombinante que comprende el gen de la replicasa modificado; que comprende,
opcionalmente, ademas la etapa de

(v) recuperar el coronavirus recombinante que comprende el gen de la replicasa modificado del ADN del virus
recombinante de la etapa (iv).

11. Una vacuna que comprende un coronavirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

12. La vacuna de acuerdo con la reivindicaciéon 11 para su uso en la prevencion de una enfermedad en un sujeto,
preferentemente, en donde la enfermedad es bronquitis infecciosa (Bl), lo mas preferentemente, en donde la
vacunacion es vacunacion in ovo.

13. La vacuna para el uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la vacuna se administra mediante;
administracion de gotas oculares, administracién intranasal, administracion en agua potable, inyeccion posterior a la
eclosion o inyeccion in ovo.

14. Un método de produccién de una vacuna de acuerdo con la reivindicacién 11, que comprende la etapa de infectar
una célula hospedadora con un coronavirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 4
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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