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DESCRIGAO

CORONAVIRUS CANINO PANTROPICO

A presente invencdo refere-se em geral a 1infeccgdes
pelo coronavirus canino (CCoV), e especificamente a uma
variante pantrédpica altamente patogénica de CCoV tipo II
gque é responsavel pela doenga aguda mortal em cdes. A
invengdo também proporciona polinucledétidos e proteinas
isclados do coronavirus canino, e a sua wutilizacdoc na
profilaxia, no tratamento e no diagndstico de infecgdes

caninas.

Antecedentes da invengao

Os coronavirus sdo virus de ARN de cadeia positiva com
envoltério grandes (1). Identificaram—se trés diferentes
coronavirus em caes até a data (2,3). 0Os coronavirus
caninos (CCoV) tipo I e tipo II incluem—-se nc grupo 1 dos
coronavirus e a sua evolucdo estd estreitamente relacionada
com a dos coronavirus felinos (FCoV tipo I e tipo II). O
FCoV tipo II originou-se mediante a recombinag¢do heterdloga
entre o CCoV tipo II e o FCoV tipo I, mesmo que o CCoV tipo
I é geneticamente mais similar ao FCoV tipo I que ao CCoV
tipo II (3). Além disso, observaram-se dois bidtipos de
FCoV, que diferem em sua patocgenicidade em gatos e a
apari¢ao de formas agudas mortais de doengas (denominadas
peritonite infecciosa felina) explica-se pela aparicdo de
variantes pantrdpicas (que podem disseminar-se por todo o
organismo) de FCoV entéricos, que provavelmente estio
relacionadas com delec¢des/recombinacBes nos genes 3¢ e 7b

no extremo 3’ do genoma de FCoV (4). De maneira similar,
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relacionaram-se o deslocamento drastico dos tropismos
tissulares em coronavirus porcinos e murinos (5,6) e a
adaptacdo a seres humanos do coronavirus asscciado aoc SARS
(SARS-CoV) reconhecido recentemente (7) inclusive com
delegdes e/ou mutacgbes de genoma minimas. Um terceiro
coronavirus canino, CRCoV, detectado nas vias
respiratédrias, comparte até 96,0% de conservacdo de
aminocacidos (aa) na proteina S da espicula com o
coronavirus bovino, dentroc do grupo 2 dos coronavirus, a
proporcionar uma forte evidéncia de um deslocamento de

espécies héspede recente (2).

A  infecgdo pelo coronavirus em cdes limita-se
habitualmente ao tracto entérico. A infeccao é
autolimitante e em geral produz sé formas leves ou

inclusive assintomdticas de enterite (8).

Descrigdo da invengédo

Isolou-se uma variante pantrdpica altamente patogénica
do coronavirus caninoc a partir de cdes que apresentavam
lesbdes internas graves. A infecg¢do experimental de cdes com
0 isolado viral deu como resultado uma doenca sistémica
grave que imitava o0s sinais c¢linicos originalmente
observados nos animais. Determinou-se a sequéncia do
extremo 3’ do genoma da estirpe de CCoV pantrdpica mediante
amplificacdo por RT-PCR e sequenciag¢ao dos fragmentos
solapantes. As proteinas estruturais e ndo estruturais da
estirpe de CCoV recém isclada mostraram alta identidade de
sequéncia com as de outros CCoV tipo II, com as excep¢des
das proteinas ndoc estruturais (nsp) 3b e 3¢, cujas

sequéncias resultaram significativamente diferentes na
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estirpe isclada e nos coronavirus canines tipo II

conhecidos, respectivamente.

Num aspecto a presente invengdo proporciona a
sequéncia gendmica parcial da estirpe de coronavirus recém
isclada (SEQ ID NO: 1), que pode utiliza-se para preparar
ferramentas ou reactivos de diagndstico para a detecgdo de
virus em cdes. Especificamente, podem utiliza-se o©0s
fragmentos de nucledtidos da SEQ ID NO: 1, ou sequéncias
complementarias & mesma, como sondas de diagndéstico ou
iniciadores de PCR num método de diagndstico que emprega a
técnica de reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) para
identificar a presenca do virus nos tecidos ou fluidos
corporais do animal, por exemplo para a examinagado de
soros. Numa aplicacdo tipica, submetem-se amostras de
tecido de um cdo do gual se suspeita que tenha entrado em
contacto com a estirpe de coronavirus a amplificacdo por
PCR wutilizando iniciadores especificos de wvirus. Estes
Ultimos seleccionam-se preferivelmente de regides gendmicas
especificas de virus que permitem distinguir a estirpe de
coronavirus dada a conhecer no presente documento. As
regides gendmicas mais distintivas e especificas de virus
das que podem seleccilonar-se iniciadores de PCR adequados
sdc as que contém as sequéncias que codificam para a
proteina (S) da espicula (SEQ ID NO: 2), as proteinas nao
estruturais 3a, 3b, 3¢, 7a e 7b (SEQ ID NO: 3, 4, 5, 6 e 7,
respectivamente), a proteina E do envoltdrio (SEQ ID NO:
8), a proteina M da membrana (SEQ ID NC: 9) e a proteina N
da nucleocdpside (SEQ ID NO: 10) . Preferem-se
particularmente as regides gendmicas que contém a sequéncia
que codifica para as proteinas ndo estruturais 3b e 3¢, que

mostram altera¢des significativas na estirpe de coronavirus
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isclada em comparacdo com 05 virus relacionados

filogeneticamente.

Numa realizacgdo particularmente preferida, desenham-se
as sondas ou iniciadores de diagnéstico para identificar a

delecdo de 38 nucledtidos no gene nsp3b.

Podem utilizar-se proteinas especificas de wvirus,
preferivelmente as proteinas ndo estruturais nsp3b e nsp3c,
e 03 péptidos antigénicos das mesmas para construir imuno
ou radioimunoensaios, tais como ELISA ou imunotransferéncia
de tipo Western, ou para o desenvolvimento de anticorpos.
Os antigenos ©preferidos para a sua utilizacdo em
imuncensaios e para desenvolver anticorpos seleccionam-se
das proteinas estruturais e ndo estruturais proporcionadas
no presente documento, cujas sequéncias enumeram-se na SEQ
ID NO: 11 (proteina S da espicula), SEQ ID NO: 12 (nsp3a),
SEQ ID NO: 13 (nsp3b), SEQ ID NO: 14 (nsp3c), SEQ ID NO: 15
(nsp7a), SEQ ID NO: 16 (nsp7b), SEQ ID NO: 17 (proteina E
do envoltério), SEQ ID NO: 18 (proteina N da
nucleocapside), SEQ ID NO: 19 (proteina M da membrana). As
sequéncias especificas de virus de nsp3b e nsp3c (SEQ ID
NO: 13 e 14) identificam os antigenos preferidos para a sua
utilizacdo num método de diagndstico de acordo com a

invencao.

Num aspecto adicional, a inven¢dao  proporciona
anticorpos frente a um ou mais epitopos nas sequéncias de
aminocacidos identificadas anteriormente. 0Os anticorpos
podem ser monoclonais, policlonais ou fragmentos tails como

Fab, Fv e scFv.
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Ainda numa realizacdo adicional, a invencao
proporciona uma composi¢doc de wvacina gque contém uma
proteina inmunogénica, que se selecciona preferivelmente da
SEQ ID NO: 11 a SEQ ID NO: 19, ou um produto antigénico
avirulento obtideo mediante atenuacdc ou inactivacdo da
estirpe patogénica de coronavirus dada a conhecer no
presente documento. Este tltimo pode isolar—-se de érgdos ou
tecidos de animais infectados, propagar-se em células de
mamifero, recuperar-se e concentrar-se até um titulo viral
apropriado, 1inactivar-se mediante tratamento quimico ou
atenuar-se mediante passes repetidos em células adequadas,
especialmente em células felinas ou caninas. Pode
identificar-se facilmente a estirpe de coronavirus mediante
detecgdo de marcadores moleculares especificos, tais como
proteinas nsp 3b e 3¢ (SEQ ID NO: 13 e 14). A preparacdo de
uma composicdo de vacina gque contém, além da substancia
activa, veiculos, excipientes ou adjuvantes apropriados,
estd dentro do estado da técnica. A composigdo de vacina
pode utilizar—-se para a profilaxia ou o tratamento de
infecgbes provocadas pela estirpe de CCoV pantrdpica
altamente virulenta em cdes, particularmente em animais

jovens e cdezinhos.

Descrigao detalhada da invengao

Recentemente, produziu-se um surto epidémico grave de
uma doenc¢a sistémica mortal num pet shop em Bari, Italia.
Observaram—-se sinais clinicos inicialmente em trés Pinscher
Miniatura e num Cocker Spaniel, de 45 e 53 dias de idade,
respectivamente, e consistiam em febre (39,5-40°C),
letargia, inapeténcia, vémitos, diarreia hemorrigica, e

sinais neuroldégicos (ataxia, convulsdes) com morte depois
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de 2 dias. Apds alguns dias, observaram-se 0s mesmos sinais
em dois Pinscher Miniatura mais de 45 dias de idade e num
cdc pequinés de 56 dias de idade. Na autdpsia, os céaes
mostraram enterite hemorragica, fluido serosanguineo
abundante na cavidade abdominal e graves lesdes nos érgdos
parenquimatosos. Os pulmbes tinham mualtiplas 4areas de
consclidagdo, vermelhas e distribuidas por zonas. O figado
era marrom amarelado e estava congestionado, com
hemorragias na sua superficie, enquanto que o bac¢o estava
aumentado de tamanho com hemorragias subcapsulares. Cambios
macroscépicos varidveis em outros drgdcs incluiam enfartes
corticais renais hemorrdgicos multifocais e hemorragias

petequiais na superficie dos ganglios linfaticos.

As 1nvestigacdes viroldgicas e bacterioldgicas dos
dérgdos parenquimatosos ndo puderam detectar patdgenos
caninos comuns, concretamente o parvovirus canino tipo 2, o
virus da cinomose canina, o adenovirus canino tipo 1 e tipo
2, enquanto que identificaram-se o CCoV tipo I e tipo II no
contetdo intestinal de todos os cdezinhos mediante ensaios
de RT-PCR em tempo real especificos do gendtipo (9).
Inesperadamente, também detectou-se ARN de CCoV tipo II nos
pulmdes (mediana dos titulos de 1,08 x 10° cépias de ARN/UL
de molde), bago (mediana dos titulos de 4,46 x 10° copias
de ARN/ul de molde), figado (mediana dos titulos de 9,02 x
10" cépias de ARN/U1l de molde), rim (mediana dos titulos de

7,54 x 10° coépias de ARN/ul de molde) e cérebro (mediana

dos titulos de 5,23 x 10° cépias de ARN/Ul de molde).
Observou-se um efeito citopatico induzide por virus em
células A-72 e isolou-se a estirpe de CCoV tipo II (CB/05)

de todos os tecidos examinados excepto do cérebro.
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A imuno-histogquimica utilizando um anticorpo
monoclonal especifico de CCoV detectou o antigeno de CCoV
nos orgados com lesdes macroscdpicas que se examinaram
(pulmbes, rins, figado, bacgo, intestino e ganglios

linfaticos (figura 1).

A sequéncia do extremo 3’ do genoma (8,8 kb) da
estirpe de CCoV pantroépico determinou-se mediante
amplificacdo por RT-PCR e sequenciacdo dos fragmentos
solapantes. As proteinas estruturais S, E, M, N
apresentaram um alto grau de identidade de aa com os ORF
relacionados de CCoV tipo II. A proteina S da estirpe CB/05
apresentou a maior identidade com a estirpe de FCoV tipo II
79-1146 (figura 2). Devido a falta de dados do extremo 3’
do genoma de CCoV nos genes que codificam para proteinas
ndc estruturais (3a, 3b, 3c, 7a e Tb), sb foi possivel a
comparagdo da estirpe CB/05 com as estirpes de CCoV tipo II
Insavc-1 (10) e BGEF (l1l1) e com as estirpes de CCoV tipo I
Elmo/02 e 23/03 (3,12). As proteinas ndo estruturais (nsp)
3a, 7a e Tb apresentaram leves alteragdes de seguéncia. A
nsp3b era 49 aa mais curta (22 aa) do esperado devido a
presenca de uma delecdo de 38 nt e a um deslocamento da
armagdo na sequéncia no sentido 3’7 da delecido que
introduziu um coddo de terminacdo precoce. A nsp3c (244 aa)
era 6 aa mals curta e 79 aa mais longa que as proteinas
relacionadas da estirpe enteropatdgena BGF e da estirpe

atenuada Insavc-la, respectivamente.

Para confirmar o potencial patdgeno da estirpe CB/05,
infectaram-se dols c8es de 6 meses de 1idade de maneira
experimental (n.° de autorizagdo 67/2002-C emitida pelo

Ministério de Sanidade da Itdlia). Administraram-se 2 ml do
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criolisado de um 1  passe viral derivada de pulmdo em
células A-72 por via intranasal aos cdes. O criolisado
celular deu negativo no teste para outros patdgenos caninos

comuns e apresentou uma dose de infectividade de 10°°°
DICTs/50 ul com células A-72, e um titulo de 1,18 x 10’

céplas de ARN/Ul de molde mediante RT-PCR em tempo real.
Isclou-se de novo o virus dos cdes infectados de maneira
experimental. Observaram-se Sinais clinicos graves,
caracterizados por pirexia (39,8-40,1°C), anorexia,
depressdo, voémitos, diarreia e leucopénia, que persistiram
8-10 dias. Apesar dos graves sintomas, 0s cles recuperaram-—

se lentamente da doenca.

Descrigdo das figuras

Figura 1. Inmuno-histoquimica com una secg¢do de tecido
pulmonar. Deteccdo do antigeno de CCoV (coloracgédo

marrom) mediante o anticorpo monoclonal. 400X.

Figura 2. Arvore de vizinhos mais préximos da proteina
S de coronavirus canino e felino. Para a analise
filogenética wutilizaram-se as seguintes estirpes de
referéncia: estirpes de CCoV tipo I Elmo/02 (n.° de
registo AY307020) e 23/03 (AY307021); estirpes de CCoV
tipo II Insavc-1 (D13096) e K378 (X77047); estirpes de
FCoV tipo I KU-2 (D32044), Black (AB088223) e UCD-1
(AB088222); estirpes de FCoV tipo II 79-1146 (X06170Q0)
e 79-1683 (X80799); westirpe de coronavirus bovino
(BCoV) ENT (NC_003045). A Arvore enraiza-se em BCoV-
ENT e desenha-se a escala. Proporcionou-se um apoio
estatistico mediante analise de bootstrapping com mais

de 100 replicados.
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ggtaagttge tcattzgaaa taatggraag ctactaaact ttggtaatea titagttaat 60
gtgccatgat tgtgatetta acttgegtet tattgttgty ctogtaccat actgttgoga 120
gtacgacaaa taatgattgt agacaagtta acgtaacaca attagatgge aaegaaaate 180
tcattagaga ctttttgtit caaaactfta azgaagaagyg aactgtagtt gttggtgget 240
attatcctac agaggtgtgy tacmactgtt ctagaacage acctaccact goctatgagt 300
attttaataa catacatgea ttetatttitg atatggaage catggaazat agcactggta 360
atgeacgtgg taaaccgtta ttgtttcatg ttcatggtga goetgttagt getatcatat 420
atatatcgge ttatagaaat gatgtacaac acaggccact tttaaaacat gggttagtgt 480
gcataactaa sactcgoaat attgactata acagettcae tageagacag tggaattccea 540
tatgtacagg taatgacaga aasgattoctt tctctgtcat acccacggac aatggaacaa 600
aaatctatgg acttgagtgg aatgacgaat ttgttacagc ctatattagt ggtcattett 660
ataattggaa catcaataat aattggttta acaatgttac actactttat +eccgotcaz 720
gtactgetac atggcaacac agtgetgeoat atgtttacca aggtgtttct aacttcactt 780
attacsagtt aaataacacc aetggtttaa aamacttatga attttgtgat gattatgaat 840
attgcactgg ctacgctact aatgtctttyg ctcccactgt aggaggttac atasetgatg 900
gatttagttt taacaattgg ttttigctia caaatggote cacttttgtt agtggcagat 960
ttgtaaczaa tcaaccatta ttagttaatt gtttatggec agtgcecagt tttggtgtgg 1020
cagcacaaga attttgtttt gsaggtgcgc agtttagtca gtgcasatggt gtgteotttaa 1080
ataacacagt ggatgttatt agattcaate ttaattttac cgcagatgta caatetgyca 1140
tgggtgetac agtgttctca ttgaatacaa caggtggtgt cattcttgas atttcatgtt 1200

12
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ataatgacac agtgagtgag tctagttttt acagttatgg tgasattcca tttggcataa 1260
ctgatggacc acggtactgt tatgcacttt acaatggecac agctettaag tatttaggaa 1320
cattaccace tagtgtaaag gaaattgcta ttagtaagtg gggocatttt tatattaatg 1380
gttacamtit ctttagcaca tttcctattg attgtatate ttttaattta accactggta 1440
ctagtggage tttttggact attgottaca catcgtacac tgaagcatta gtacaagttg 1500
aaaacacage tattaaaaag gtgacgtatt gtaacagtea ecattaataac attaaatgtt 1560
ctecaacttac tgotaattty casaatyggtt tttatectgt tgcttcaagt gazgttggtc 1620
ttgtcaataa gagtgttgty ttactaccta gttteoctattc acataccagt gttaatataa 1680
ctattgatct tggtatgaag cgtagtggtt atggtoaacc tatagoctca gcattaagta 1740
acatcacact accgatgecag gataataaca ccgatgtgta ttgeattogt totaatcaat 1800

£ gty cC scttgtazaa gttctttatg ggacaatgtg tttaattctg 1660

actgcacaga
ttgataaatt
gtgccaattg
gtttatatgt
gtctgeaega
gaactggtgt
catcactatc
taacaccatg
tgacticcat
attattacte
acgatgttga
ctttggtttt
atgtcacgat
ctacaccagt
aattgttaac
ccagactitga
tggcatctgt
ctaacattgg
aacgtaagta

taggtacagt

ttttttacat gctacagetg ttatazazac tggtacttgt cctttctoat

gaacaattac ctzactttta
caaatttgat gttgctgecc
gatatatgaa gaaggagaca
tttgtcagtg ttacacttag
tggtattatt agacaascta
aggtgatttg ttaggtttta
tgatgtaagt gcacaagetyg
taatagtgaa ctgttagqtc
catatatazt tataczaatqg
ttgtgaacct atcataacet
tattaacgtc acacattctg
acctacaaat tttactatat
gtcaatagac tgttcaagat
acaatatgtc totgeatgte
aaacatggaa gttgattcca
tgaagecattc aatagtacgg
tggttettgyg ctaggagqgtt
ccggteotget atagaagatt

cgatgaagat tacaaacgtt

acaagttctg
gtacaagaac
atatagtggg
actcctgtac
acagcacact
aaaatgtcac
ctgttattga
taactcattg
cgagaactcg
attctaatat
atggtgacgt
ctgtgeaagt
acgtetgcaa
aaactattga
tgttgtttgt
aaactcraga
taaaagacat
tgctttttga

gtacgggtgyg

tttttcattg
caatgagcag
tgtacegtet
agattacaat
acttagtgge
tgacggtgtt
tggtgecata
gacaacaaca
tggcactgea
aggtgtttgt
tcaaccaatt
cgaatatatt
tggtaatcct
gcaagcactt
ttctgaaaat
tectatttac
attgccatet
taaggttgtg

ctatgacata

aatcctgttg
gttgttagaa
gataatagtg
atatatggta
tratattaca
gtctattetg
gttggagcta
cctaattttt
atcgacagta
aaaaatggag
agcaccggta
caggtttaca
agatgeaata
gcaatgggty
geecttaaat
aaagaatgge
cacaatagca
acatetgget

getgacttag

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2620
2880
2940
3000

3060

13
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tgtgtgecaca atattacaat ggeatcatgy tgttacctgg tgtggetaat gatgacaaga 3120
tggetatgta cactgecatet cttgcaggtg gtataacatt aggtgeactt ggtggtggeg 3180
cagtgtctat accttttgea gtagoagttc aggctagact taattatgta getttacaas 3240
ctgacgtatt gaacaasaac cageagattc tggctaatge tttcaatcaa gcgattggta 3300
gcattacaca ggcatttggt aaggttaatg atgetataca tcaaacgtea aaaggtottg 3360
ctactgttgc taaagcattg gcaaaagtgc aagatgttgt taacacacaa gggraagctt 3420
taagccacet aacagtacaa ttgcasaata attttcaage cattagtagt tecattagtg 3460
acatttataa caggcttgat gagttgagty cggatgeaca agttgacagg clgattacag 3540
gacgacttac agcactteat gcatttgtgt ctcagacttt aaccagacaa geagaggtta 3600
gcgctagtag acaacttgct aaagacaaag ttaatgaatg cgttaggtet caatcccaaa 3660
gatttggatt ctgtggtaat ggtacacatt tghtttcact tgraaatgca gcaccaaatg 3720
gcatgatttt ctttecacaca gtgctattac caacagctta tgaaactgtg acggcctggt 3780
caggtatttyg tgcatcagat ggcgatcgea cttttggact tgttgttaaa gatgtccage 3640
tgacgetatt tcgoaattta gatgacaaat tetatttgac acctagaact atgtatcage 3900
ctagagttge aactagttet gattttgtte aaattgaagg gtgtgatgtc tigtttgtca 3960
atgcaactgt aattgagtkg cctagtatta tasctgatta tatcgatatt satcagactg 4020
ttcaagacat attagaaaat tacagaccaa attggacagt acctgaatta aeacttgaza 1080
ttttcaacge agcctacttz aacetgactg gkgaaattaa tgacttagaa ttcaggtcag 4140
aaaagctaca tascaccacg gtagaacttg ctgtteteat tgacaatatt aacaatacat 4200
tagtcaatct tgaatggetc aatagaattg aaacttatgt daaatggect tggtatgtat 4260
ggctactaat aggottagta gtaatatttt geoataccatt actgctattt tgctgttgta 4320
gtacaggttg ctgtgggtge ataggttgcet taggaagttg ttgtcactet atttgtagta 4380
gaagacaatt tgaaaattat gaaccaattg adaaagtgca tgtccattaa attcaaaata 4440
aatctcttaa gaactaaact tatgagtceat tacaggtett gtatggacat tgtcaaatct 4500
attgacacat cogtagacge tgtacttgac gaacttgate gegcatactt tgctgtaact 4560
cttaaagtag-agtttasgac tggtaaacta ctigtgtgta taggttttag tgatacacet 4620
cttgaggcta aggataaagc atatgctaaa cttggtttct ctattattga agaagtcaat 4580
agicatacag ttgritgata ttacctrttg aaactagact tcttatcatc gaacaaagaa 4740
aacctaaage attaagtget acaaaacaat Caaagagagas (tatagamaa attgccattc 4800
taaattcecat gagaaastga ttggtyggact ttttcttaac actctgagtt ttgtaattgt 4860
tagcaaccat gtcattgtta ataatacage 2aatgtgeat tctatacaac aagaacatgt 4920
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tatagtacaa
catcgetgta
tgtcoatatc
atatggttac
cttatecatac
acteatgtet
tgteacattg
agaccchtatg
tagagcagtt
cggtgtttac
agaagaagac
tggtcattag
cattgctaaa
ttgttceage
acccegacga
tgtgcaattyg
tecgtgtegea
tggtatettg
ttacaatatg
tggctactat
gttteeagat
tggattatgt
ttcaacecctyg
cctcttgaag
gaagggttca
gcattaccta
gcaacaggat
actgacaatt
gccaaccagg
aattotegtg

caacaaggtt

cagcatcagyg ttgttagtge
ctotttgtat tatttctage
ttaatgttta agattgtate
tacattgatg geattgttac
ttttggtatyg ttaatagtag
gtacatggca gagctgcace
tacggtggca taaattatat
cttgtaagca tagcaatacg
gaacttctea atggtgattt
aatgcagect tttctcagge
catgectatg acgttccoccta
tatcattttc tggttoctgt
tataattaag ctatgecatgg
gcaacatgce tatgatgect
agractcctt gtttgaacta
catgegecatg tggtgaacgt
atggtaccac tactgattge
caaactggaa cttoagetgg
gtagacctca atthagetgg
ggececeattgt tetggeteott
atgtaatgtt cggctttagt
attttgttag atccatteag
aaactaacge aattetttoe
gtgtgccaac tggtgteact
agattgcagg tggtatgaac
gcaggaccat tgtctacaca
gggcttacta tgtamaatct
tgagtgagca agaaaaatta
gacaacgcgt tagctgggga
gccygdaagaa taatactata

caaaattttg gaacttatgt

tagaacacaa
tttgtaccgt
aatgacactt
aacaactgte
gtttgaattc
gtttatgaga
gettgtgaat
tggcttaget
tatctatgta
ggttctaaac
gggcattgac
tgataattat
tatgttogtaa
ataagaattt
aaraaaatga
tattgegeta
gaatcatget
tctgtaatat
ttegtgtatg
acgattttta
gttgcaggtyg
ttatacagaa
gttagtgcat
ttaacattgc
atcgacaatt
cttgtéggta
aaagctggtyg
ttacatatgg
gatgaatecta
cctekkteat

ccgagagact

aattactacc
agtacaaact
atagggccta
ttagetttaa
atcttataca
agttctcaca
gaceteacgt
catgetgatc
ttttcacagg
gzaattgact
tgtcatagat
attgatatta
cttzggaaga
tatgcgaatt
agattttatt
tgasatetga
tcaacggagyg
tgatcgtttt
gcattaaaat
atgcatacte
caattgttac
ggactaagtc
taggasaggag
tctcagggaa
tgccaaagta
agaaattgaa
attactcaac
tataactaaa
ccaaaaageg
toctteaacece

ttgtaceccaa

cagagttcag
ttaagacgtg
tgcttatage
gatttgtcta
atacaaegac
gctctattta
tgcattttgt
taactgttgt
agcccgtagt
tazaagaaga
gacaatggaa
ctttcaatag
acagttatta
aaagcatata
agtattagcg
ckcagatact
tgatcttatt
tataacggtt
gettattatg
ggaatacgaa
atttatactt
ttggtggtet
ctatgtgctt
tttgtacoct
cgtaatggtt
agcaagtagt
agatgcacga
cttctaaatyg
tagtegttce
cattaccete

aggaataggt

£980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5340
6000
6060
€120
€180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
666D
8720

6780
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aacaaggate aacagattgg ttattggaat agacaaactc gctategeat ggtgaagggt 6640
cagcgtaaag agcttectga aaagtggttc ttctactatt taggtactgg tectroacgce €900
gatgctaaat ttaaagatag aatagatgga gttgtctggg ttgccaagga tggtgoraty €960
astaagccaa ccacacttgg taatcgtggt gctaataatg aatccaaage tttgaaattc 7020
gatggtaaag taccagtaga atttcaactt gaagtgaacc aatcaaggga caattcaagg 7080
tcacgetetc aatctagatc ccagtctaga asatagatctc aatctagagg aaggcaacaa 7140
tccaataaca agaaggatga cagtgtagaa caagetgtte ttgoctgoact caaaaagtta 1200
ggtgttgaca cagaaaaaca acgacaacgc tctcgtteta aatccaagga acgtageaac 7260
tctaagacaa gagacactac acctaagaat gaaaacaaac acacctggaa gagaactgea 7320
ggtaaaggty atgtgacaaa attttatgga getagaagta gttcagecaa ttetggtgac 73280
agcgatctcg ttgecaatyg tageggtgee aageattace cacaactgge tgaatgtgtt 7440
ccatctgtat ctagcattct gtttggaago tattggactg caaaggaaga tggogaccag 7500
attgaagtea cattcacaca taaataccac ttgocaaaag atgatcctaa gactggacas 1560
ttccttcage agattaatge ctatgectegt cecatcagagg tggeaaaaga acagagacaa 7620
cgcaaagctc gttctaaatc tgcagaaagyg tcagagcaag aggttgtace tgatgeatta 7680
acagaaaatt acacagatgt gtttgatgac acacaggttg agattattga tqaggtaacyg 7740
aactazacga atgctcgttt tcotcocatge tgtatttate acagttitaa tettactact 7800
aattggtaga ctccaattat tagaaagatt attacttaat cattcccteca aftcitaaaac 7860
tgtcaataat gttttaggtg tgactgacac tggtctgaaa gtaaattget tacagetitt 7920
gaaaccagac tgtcttgatt ttaacatctt acataggagh ttggeagaaa ccagattact 7980
aaaagtagta cttcgagtaa tctttctagt attactaggg ttttgetget acagattgtt 3040
agtcacatta atttageatc atgaagtttt tgatttttgt aetgtgtctt tctcttgtga 8100
atggatatgy aattagaaga agcatacaag zacatgacee aaaagagtcc catgaacacc 2160
cgaccatgac atgggaatta ttggaaagat ttgttggaag taeccttgtac atcacaacaa 8220
accaaatcct atctetaeea ackggagoge aaatttattg tgatgagatt gaaggattcc 8280
aatgctcttg goctggttat asagettatg ctcatgatca cattgattat cattttgate 8340
tttccaacce gttctattet tttgtaaata cattctacat ttctttaggt gatagaaaag  B400
aagaaattta tcttagagtg gttggtgcasa caccaaaaga gaaaagattg aatgttggtt 8460
gtagaacatc tttctoagtt aacatgoraa ttggaactcoa gatttaccat gacaaagata 8520
tgcaatatet tgtcgaggga agacatctig agtgtgctca cagagtttac titgtgazgt 8580
actgtccaaa ccatgecacat ggttactget ttaatgacag gctasaggtt tataatcttg B640
gtegtgtcaa aagcagaaag gcttttgaga asatcaacca acatcagaaa agtgagttgt 8700
ezaggcaaccc gatgtttaaa actggttttt ccgaggaatt actgg 8745
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<210> 2
<211> 4365
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> coronavirus canino

<400> 2
atgattgtga tcttaacttg cgtcttattg ttgtgetcgt accatactgt tgcgagtacyg 60
acaaataatg attgtagaca agttaacgta acacaattag atggeaacga aaatcteatt 120
agagactttt tgtttcaaaa ctttaaagaa gaaggaactg tagttgttgg tggctattat 180
c¢cracagagg tgtggtacaa ctgttctaga acagcaccta ceactgecta tgagtattit 240
aataacatac atgecatttta ttttgatatyg gaagoecatgg aaaatagrac tggtaatgea 300
cgtggtaaac egttattgtt tcatgttcat ggtgagectg ttaghtgctat catatatata 360
tcggcttata gaaatgatgt acaacacagg ccacttttaa azcatgggtt agtgtgcata 420
actaaaacte gecaatattga ctataacagc ttcactageca gacagtggaa ttccatatgt 480
acaggtaaty acagaaaaat tcctttetct gtrataceea cggacaatgg amcaszaaate 540
tatggacttg agtggaatga cgaatttgtt acageoctata ttagtggtea ttettataat 600
tggaacatca ataataattg gtttaacaat gttacactac tttattceccg ctcazagtact 660
gctacatgge sacacagtac tgeatatgtt taccaaggtg tttetaactt cacttattac 720
aagttaaata acaccaatgy tttaasaact tatgastttt gtgatgatta tgaatattge 780
actggctacg ctactaatgt ctttgotccc actgtaggag gttacatace tgatggattt B40
agttttaaca attggttttt gcttacaaat ggctccactt ttgttagtgg cagatttgta 900
acaaatcaac cattattagt taattgttta tggccagtge ccagtttigg tgtggcagea 960
caggaatttt gttttgaagg tgcgoagtit agtcagtgca atggtgtgtc tttaaataac 1020
aciagtggatg ttattagatt caatcttaat tttaccgeag atgtacaatc tggecatgggt  10BO
gctacagtgt tctcattgaa tacaacaggt gogtgteatte ttgaaattte atgttataat 1140
gacacagtga gtgagtctag tttttacagt tatggtgaaa ttecatttgg cataactgat 1200
ggaccacggt actgttatgo actrracaat ggcacagctc ttaagtattt aggaacatta 1260
ccacctagty taaaggaaat tgetattagt aagtggggee atttttatat taatggttac 1320
aatttcttta gcacatttcc tattgattgt atatctttta atttaaccae tggtactagt 1360
ggagcttttt ggactattge ttacacatcg tacactgaag cattagtaca agtigaaaac 1440
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acagctatta
cttactgcta
aataagagtg
gatcttggta
acactacega
gtttacgtge
acagattttt
azattgaaca
aattgcazat
tatgtgatat
cacgatttgt
ggtgttggta
ctatcaggtg
ccatgtgatg
tcecattaata
tactccatat
gttgattogtg
gtttteatta
acgataccta
ccagtgtcaa
ttaacacaat
cttgaaaaca
tctgttgaag
attggtggtt
aagtaceggt
acagtecgatg
geaeaatatt
atgtacactg
tetatacett
gtattgaaca

acacaggcat

zaaaggtgac
atttgcaaasa
ttgtgttact
tgaagcgtag
tgcaggataa
attccacttyg
tacatgetae
attacctaac
ttgatgttgc
atgaagaagg
cagtgttaca
ttattagaca
atttgttagg
taagtgcaca
gtgaactgtt
ataattatace
aacctateat
acgtcacaca
caaattttace
tagactgttce
atgtctctge
tggaagttga
cattcaatag
cttggctagg
ctgetataga
aagattacaa
acaatggeat
catectetrge
ttgcagtage
aaaaccagca

ttggtaaggt

gtattgtaac
tggtttttat
acctagttte
tggttatggt
taacacegat
taaaagttet
agctgttata
ttttaacaag
tgccegtaca
agacaatata
cttagactee
aactaacagc
ttttaaaaat
agctgetatt
aggtctaact
aaatgcgaga
aacctattcet
ttetgatggt
tatatctgtg
aagatacgte
atgtcaaact
ttecatgttg
tacggaaact
aggtttaaaa
agatttgctt
acgttgtacg
catggtgtta
aggrggtata
agttcaggct
gattctgget

tastgatget

agtcacatta
cetgttgett
tattcacata
caacctatag
gtgtattgea
ttatgggaca
aaaactggta
ttetgtette
agaaccaatg
gtgggtgtac
tgtacagatt
acactactta
gtcactgacg
attgatggtg
cattggacaa
actegtggea
aatataggty
gacgtteaac
caagtcgaat
tgcaatggta
attgagcaag
tttgtttctg
ctagateccta
gacatattgc
tttgataagg
ggtggctatg

cctggtgtyy

acattaggtg
agacttaatt
aatgcttteca

atacatcaaa

ataacattaa
caagtgaagt
ccagtgttaa
cctecageatt
ttegttctaa
atgtgtttaa
cttgtecttt
cattgaatece
ageaggttgt .
cgtctgataa
acaatatata
gtggettata
gtgttgtcta
ccatagttigg
caacacctaa
ctgcaatcga
tttgtaagas
caattagcac
atattcaggt
atecctagatg
cacttgcaat
aaaatgeect
tttacaaaga
catcteacaa
ttgtgacate
acatagctga
ctaatgatga
cacttggtgg
atgtagettt
atcaagcgat

cgtcasaagg

atgttctecaa
tggtettgtc
tataactatt
aagtaacatc
tcaattttca
ttectgactge
ctcatttgat
tgttggtgce

tagaagttta

tagtggtctg -

tggtagaact
ttacacatea
ttctgtaaca
agctatgact
tttttattat
cagtaacgat
tggagctttg
cggtaatgtc
ttacactaca
caataaattg
gggtgccaga
taaattagea
atggcctaac
tagcaaacgt
tggettaggt
cttagtgtgt
caagatggct
tggtgcagtg
acaaactgac
tggtaacatt

tettgetact

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460

2580
2640
2700
2760

2820

3060
3120
3180
3240

3300
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gttgctaaag cattggcaaa agtgcaagat gttgttaaca cacaagggea agotttaage 3360
cacctaacag tacaattgca aaataatttt caagocoatta gtagttccat tagtgacatt 3420
tatzacaggc ttgatgagtt gagtgcggat gcacaagttg acaggetgat tacaggacga 3480
cttacagcac ttaatgecatt tgtgtctcag actttaacca gacaagcaga ggttagggct 3540
agtagacaac ttgctaaaga caaagttaat gaatgegtta ggtctcaate craaagattt 3600
ggattctgtyg gtaatggtac acatttgttt tcacttgcaa atgeagcace aaatggeatg 3660
attttetttc acacagtget attaccaaca gocttatgaaa ctgtgacgge ctggtcaggt 3720
atttgtgecat cagatggega tegcactttt ggacttgttg ttaaagatgt ccagetgacg 3780
ctatttcgca atttagatga caaattctat ttgacaccta gaactatgta tcagcectaga 3840
gttgecaacta gttctgattt tgttcaaatt gaagggtgtg atgtcttgtt tgtcaatgea 3500
actgtaattg agttgectag tattatacet gattatatcg atakttaatea gactgttcaa 3560
gacatattag aaaattacag accaaattgg acagtacctg aattaacact tgacattttc 4020
aacgcaacct acttaaacet gactggtgaa attaatgact tagaattcag gtcagazaag 4080
ctacataaca ccacggtaga acttgeotgtt ctcattgaca atattaacaa tacattagte 4140
satcttgaat ggetcaatag aattgaaact tatgtaaaat ggeeottggta tgtatggeta 4200
ctazatagget tagtagtaat attttgeata ccattactge tattttgetg ttgtagtaca 4260
ggttgetgtg ggtgcatagg ttgettagga agttgttgtc actetatttg tagtagaaga 4320
caatttgaaa attatgaacc aattgagaaa gtgeatgiec attaa 4365

<210> 3

<211> 216

<212> RADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> coronavirus canino

<400> 3
atggacattg tcaaatctat tgacacatece gtagacgctg tacttgacga acttgatcgt 60
goatactttg ctgtaactct taaagtagag tttaagacty gtaaactact tgtghgtata 120
ggttttggty atacacctct tgaggectaag gataaagcat atgctaaact tggtttetet 180
attattgaag aagtcaatag tcatacagtt gtttga 216
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<210> 4
<211> 69
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 4

Desconhecido

coronavirus canino

atgctaaact tggtttctet attattgamg asghcaatag tcatacagtt gtttgatatt

acecttttga

<210> 5
<211> 735
<212>
<213>
<220>
<223>

<400> 5

ADN

atgattggtg
gttaataata
caggttgtta
gtattattte
tttaagattg
gatggcattg
tatgttaata
ggcagagetg
ggcataaatt
agcatagecaa
cteaatggtyg
gecttticte

tatgacgttc

Desconhecido

gactttttet
cagcaaatgt
gtgctagaac
tagctttgta
tatcaatgae
ttacaacaac
gtaggtttga
caccgtttat
atatgtttgt
tacgtggctt
attttateta
aggeggttct

cctag

coronavirus canino

taacactctyg
grattctata
icaaaattac
ccgtagtaca
acttataggg
tgtecttaget
attcatctta
gagaagttct
gaatgaccte
agctcatget
tgtattttee

aaacgaagtt

agttttgtaa
caacaagaac
tacececagagt
aactttaaga
cctatgetta
ttaagatttg
taczatacaa
cacagctcta
acgttgeatt
gatctaactg
caggageecg

gacttaaaag

ttgttageaa
atgttatagt
tcagcatege
cgtgtgtecga
tageatatgg
fctacttate
cgacactcat
tttatgteac
ttgotagacce
ttgttagage
tagtcggtat

2agaagaaga

ccatgtcatt
acsacagcat
tgtactcttt
tatcttaatg
ttactacatt
atacttttgg
gtttgtacat
attgtacggt
tatgcttgta
agttgaactt
ttacaatgca

agaccatace

60

€9

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600
660
720

735
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<210> 6

<211> 306

<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> coronavirus canino

<400> 6

atgctegttt tectccatge tgtatttate
ctccaattat tagaaagatt attacttaat
gttttaggtg tgactgacac tggictgaaa
tgtettgatt ttaacatctt acataggagt
cttcgagtaa tetttetagt attactaggg

atttag

<210> 7

<211> 642

<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> coronavirus canino

<400> 7

acagttttaa
cattccctea
gtaaattgcet
ttggcagaaa

ttttgctget

tettactact
atcttaaaae
tacagetttt
ccagattact

acagattgtt

aattggtaga
tgtcaataat
gagzaccagac
aaaagtagta

agtcacatta

60

120

180

240

300

306
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aéégagtttt tgatttttgt actgtgtctt tctcttgtga atggatatgg aattagaaga 60
agcatacaag aacatgacce aaaagagtec catgaacace cgaccatgac atgggaatta 120
ttggaaagat ttgttggaag taccttgtac atcacaacaa accaaatect atctctacca 180
actggagecge aaatttattg tgatgagatt gaaggattcc aatgetcettg goctggttat 240
azagcttatg ctcatgatea cattgattat cattttgatc tttccaacce gttctattct 300
tttgtaaata cattctacat ttetttaggt gatagaaaag azazaattta tettagagtg 360
gttggtgcaa caccaaaaga gaaaagattg aatgttggtt gtagaacate tttctcagtt 420
aacatgccza ttggaactca gatttaccat gacaaagata tgcaatatct tgtcgaggga 4B0
agazratcttg agtgtgctca cagagtttac tttgtgaagt actgtccaaa cecatgeacat 540
ggttactgct ttaatgacag gctaaaggitt tataatcttg gtcgtgtcaa aagecagaaag 600
gcttttgaga saatcaacca acatcagaaa agtgagttgt aa 642
<210> 8
<211> 249
<212> ADN
<213> Desconhecido
<220>
<223> coronavirus canino
<400> 8
atgacgttcc ctagggeatt gactgtcata gatgacaatg gaatggtecat tagtateatt 60
ttetggttce tgttgataat tatattgata ttactttcas tagcattget aaatataatt 120
aagctatgca tggtatgttg taacttagga agaacagtta ttattgttce agcgcaacat 180
gectatgatg cctataagaa ttttatgcga attaaagcat atsaccccga cgaagcacte 240
cttgtttga 249
<210> 9
<211> 789
<212> ADN
<213> Desconhecido
<220>
<223> coronavirus canino

22



EP1780216B1

<400> 9

atgaagattt tgttagtatt agegtgtgea attgeatgeg catgtggtga acgttattge

gctatgaaat ctgactcaga tacttcgtgt cgcaatggta ccactactga ttgcgaatea

tgcttcaacg gaggtgatct tatttggtat cttgeaaact ggaacttcag ctggtctgta

atattgatcg tttttataac ggttttacaa tatggtagac ctcaatttag ctggttegtg

tatggcatta aaatgcttat tatgtggcta ctatggecca ttgttctgge tcttacgatt

tttaatgcat actcggaata cgaag cc agata aa tgttc

60

120
180
240

300

ggtgcaattg ttacatttat actttggatt atgtattttyg ttagatccat toagttatac 420
agaaggacta agtettggtg gtctttcaac cctgaaacta acgeaattct ttgegttagt 480
gcattaggaa ggagctatgt gottectctt gaaggtgtge caactggtgt cactttaaca 540
ttgcteotcag ggaatttgta cgctgaaggg ttcaaaattg caggtggtat gaacatcgac 600
aatttgccaa agtacgtaat ggttgcatta cctagecagga ccattgtcta cacaéttgtt 660
ggtaagaaat tgaaagcaag tagtgcaaca ggatgggett actatgtaaa atctaaaget 720
ggtgattact caacagatgc acgaactgac aatttgagtg agcaagaaaa attattacat 780
atggtataa 8%
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atggccaacc agggacaacg ecgttagetgg ggagatgaat ctaccaaaaa gogtggtegt 60
tccaattotc gtggocggaa gaataatact atacctcttt cattcttcaa coccattace 120
ctccaacaég gttcaaaatt ttggaactta tgtcrgagag actttgtace caaaggaata 180
ggtaacaagg atcaacagat tggttattgg aatagacaaa ctcgectatcg catggtgaag 240
ggtcagegta aagagettcc tgaaaggtygg ttottotact atttaggtac tggtecteac 300
gccgatgeta aatttaaaga tagaatagat ggagttgtct gggttgccaa ggatggtgee 360
atgaataage caaccacact tggtaatcgt ggtgctaata atgaatccaa agctitgaaa 420
ttcgatggta aagtaccagt agaatttcaa cttgaagtga accaatcaag ggacaattcea 4B0
aggtcacget ctcaatctag ateccagtet agaaatagat ctcaatctag aggaaggcaa 540
caatccaata acasgaagga tgacagtgta gaacaagctg ttcttgetge actcaaaaag 600
ttaggtgtty acacagaaaa acaacaacaa cgctctegtt ctaaatecaa ggaacgtage 660
aactetaaga caagagacac tacacctaag aatgaaaaca aacacacctg gaagagaact 720
gcaggtaaag gtgatgtgac aaaattttat ggagctagaa gtagttcage caattttggt 780
gacagecgatc tegttgecaa tggtageggt gocaageatt accracaact ggectgaatgt B840
gttceatetg tatctagecat tetgtttgga agetattgga etgraaagga agatggegac 200
cagattgaag tecacattcac acataaatac cacktgccaa aagatgatcc taagactgga 960
caattecttc agcagattaa tgectatgcet cgtccatcag aggtggcaaa agaacagaga 1020
caacgcaaag ctcogttetaa atctgeagaa aggteagage aagaggttgt acctgatgea 1080
ttaacagaaa attacacaga tgtgtttgat gacacacagg ttgagattat tgatgaggta 1140
acgaactaa 1149
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45

Thr

Trp

Asp

Leu

Pro

Serx

30

Gly

Gly

Pro

Leu

Gly
110

Lys

Ris

Ser

Ala

Gly

Ser

35

Asp

Glu

Glu

Thr

Gln

Tyr

80

Asn

arg

Lys

Arg

Gly

145

Arg

Asn

Ley

Gln

Leu

130

Thr

His

His

Gly

Lys
210

<210> 17

<211> 82

<212> PRT

115

Asn

Gln

Leu

Ala

aArg

195

Ser

Val

Ile

Glu

Eis

180

val

Glu

Gly

Tyr

Cys

165

Gly

Lys

Leu

<213> Desconhecido

Cys

His

150

Ala

Tyr

Ser

Arg

135

Asp

His

Cys

Arg

120

Thr

Lys

Arg

FPhe

Lys
200

Ser

Asp

Val

Asn

i85

Ala

Phe

Met

Tyr

170

Bsp

Phe

Ser

Gln

155

Phe

Arg

Glu

Val

140

Tyr

Val

Leu

Lys

125

Asn

Leu

Lys

Lys

Ile
205

Met

Val

Tyr

val T

130

Asn

Pro

Glu

Cys

175

Gln

Ile

Gly

160

Pro

Asn

His
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<220>
<223>
<400>

1

coronavirus canino

17

Met Thr Phe Pro Arg Ala Leu

5

Ile Ser Ile Ile Phe Trp Phe

20
Ser Ile Ala Leu Leu Asn Ile
35
Leu Gly Arg Thr Val Ile Ile
50 55
Tyr Lys Asn Phe Met Arg Ile
85 70
Leu Val
<210> 18
<211> 382
<212> PRT
<213> Desconhecido
<220>
<223> coronavirus canino

<400>

18

Thr val Ile
10

Leu Leu Ile
25

Ile Lys Leu
40

Val Pro Ala

Lys Ala Tyr

Asp Asp Asn

Ile Ile Leu

Cys Met Val
15

Gln His Ala
60

Asn Pro Asp
75

Gly Met
15

Ile Leu

30

Cys Cys

Tyr Asp

Glu Ala

Val

Leu

Asn

Ala

Leu
80
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Met

Lys

Leu

Asn

Gln

65

Gly

Thr

Ala

Arg

Ser

Ley
50

Gln

Gly

Asn

Gly

Phe

35

Cys

Ile

Arg

Fro

Gln

Arg

20

Phe

Pro

Gly

Lys

His
100

Gly

Ser

Asn

Arg

Tyr

Glu

Ala

Gln

Asn

Pro

Asp

70

Leu

Asp

Arg

Ser

Ile

Phe

55

Asn

Pro

Ala

Val

Arg

Thr

40

Val

Arg

Glu

Lys

Ser

Gly
25

Len

Pro

Gln

Arg

Phe
105

Txp

10

Arg

Gln

Lys

Thr

%0

Lys

Gly Asp Glu

Lys Asn Asn

Gln Gly Ser
45

Gly Ile Gly
60

Arg Tyr Arg
75

Phe Phe Tyr

Asp Arg Ile

Ser

Thr

30

Lys

Asn

Met

Tyr

Asp
110

Thr

15

Ile

Phe

Lys

val

Lau

95

Gly

Lys

Pro

Trp

Asp

Lys

g0

Gly

val
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Val

Asn

Val

145

Arg

Arg

Ala

Gln

Arg

225

Ala

ala

Trp

Arg

130

Pro

Ser

Gly

Val

Gln

210

Asp

Gly

Asn

val
115

Gly

val

Arg

Arg

Leu

195

Arg

Thr

Lys

Phe

Ala

Ala

Glu

Ser

Gln

180

Ala

Ser

Thr

Gly

Gly
260

Lys

Asn

Phe

Gln

165

Gln

ala

Arg

Pro

Asp

245

Bsp

Asp

Asn

Gln

150

Ser

Ser

Lew

Ser

Lys

230

Val

Ser

Gly

Glu

135

Leu

Arg

Asn

Lys

Lys

215

Asn

Thr

Asp

Ala

120

Ser

Glu

Ser

Asn

Lys

200

Ser

Glu

Lys

Leu

Met
Lys
Val
Gln
Lys
.18 5
Leu
Lys
Asn

Phe

Val
268

Asn

Rla

Asn

Ser

170

Lys

Glu

Lys

Tyr

250

Ala

Lys

Leu

Gln

155

Arg

Asp

Val

Arg

His

235

Gly

Asn

Pro

Lys

140

Ser

Asn

Asp

Asp

Ser

220

Thr

Ala

Gly

Thr

125

Phe

Arg

Arg

Ser

Thxr

205

Asn

Trp

Arg

Sex

The

Asp

Asp

Ser

Val

130

Glu

Ser

Lys

Ser

Gly
270

Leu

Gly

Asn

Gln

175

Glu

Lys

Lys

Arg

3er

255

Ala

Gly

Lys

Ser

160

Ser

Gln

Gln

Thr

Thr

240

Ser

Lys

His

Phe

Thr

305

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gly

290

Phe

Phe

Glu

Gln

Pro

275

Ser

Thr

Len

Gln

Glu
355

Gln

Tyr

His

Gln

Arg

340

val

Leu

Trp

Lys

Gln

325

Gln

val

Ala

Thr

Tyr

310

Ile

Arg

Pro

Glu

Ala

295

His

Asn

Lys

Cys

280

Lys

Leu

Ala

Ala

Asp Ala

360

Val

Glu

Fro

Tyr

Arg

Jas

Leu

Pro

Asp

Lys

Ala

330

Ser

Thr

Ser

Gly

Asp

31s

Arg

Lys

Glu

val

Bsp

300

Asp

Pro

Ser

Asn

Ser

285

Gln

Pro

Ser

Ala

Tyr
365

Ser

Ile

Lys

Glu

Glu

350

Thr

Ile

Glu

Thr

Val

335

Arg

Asp

Leu

val

Gly

320

Ala

Ser

val
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Phe Asp Asp Thr Gln Val Glu Ile Ile ARsp Glu Val Thr Asn

370 375

19
262
PRT

Desconhecido

coronavirus canino

19

380

40
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Met

Glu

Gly

Trp

Phe

65

Tyr

Ala

Val

Trp

Ser

145

Val

Lys

Arg

Thr

Tyr

50

I1le

Gly

Lleu

Met

Ile

130

Trp

Leu

1hr

Ile

Tyr

Thr

35

Leu

Thr

Ile

Thr

Phe

115

Mat

Trp

Gly

Leu

Leu

Cys

20

Thr

Ala

Val

Lys

Ile

i00

Gly

Tyr

Ser

Thr
180

Leu

Ala

Asp

Asn

Leu

Met

85

Phe

Phe

Phe

Phe

Ser

153

Leu

val

Met

Trp
Gln
70

Leuy
Asn
Ser
Val
Asn
150

Tyr

Leu

Lew

Lys

Glu

Asn

55

Tyr

Ile

Ala

val

Arg

135

Pro

val

Sar

Ala

Ser

Ser

40

Phe

Gly

Met

Tyr

Ala

120

Ser

Glu

Leu

Gly

Cys

Asp

25

Cys

Ser

Arg

Trp

Ser

105

Gly

Ile

Thr

Pro

Asn
185

Ala
10

Ser

Phe

Trpv

Pro

Leu

%0

Glu

Ala

Gln

Asn

Leu

170

Leu

Jle

Asp

Asn

Ser

Gln

75

Leu

Tyr

Ile

Leu

Ala

185

Glu

Tyr

als

Thr

Gly

Val

60

Phe

Trp

Glu

Val

Tyr

1la0

Ile

Gly

Ala

Cys

Ser

Gly

45

Ile

Ser

Pro

Val

Thr

125

RArg

Leu

val

Glu

Ala

Cys

30

Asp

Leu

Trp

Ile

Ser

110

FPhe

Arg

Cys

Pro

Gly
130

Cys

15

Arg

Leu

Ile

Phe

Val

95

Arg

Ile

Thr

Val

Thr

175

Phe

Gly

Asn

Ile

val

Val

80

Leu

Tyr

Leu

Lys

Ser

160

Gly

Lys

41
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Ile Ala

Ala Leu
210

Lys Ala

Gly
195

Pro

Ser

Gly

Ser

Ser

Met

Arg

Ala

Asn

Thr

Thr

Ile Asp Rsn Leu
200

Ile val Tyr Thx
215

Gly Trp Ala Tyr

Pro Lys Tyr Val Met val
205

Leu Val Gly Lys Lys Leu
220

Tyr Val Lys Ser Lys Ala

43

Gly Asp

Lys Leu

Tyr

Leu

Ser

dis
260

Thr
245

Met

230

Asp

Val

Ala Arg Thr Asp
250

Lisboa, 28 de Janeiro de 2011

238 240

Asn lLeu Ser Glu Gln Glu
255
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REIVINDICAGOES

1. Coronavirus canino isolado, caracterizado por dito

virus:

i) ser uma variante pantrépica de CCoV tipo II e
poder detectar-se nos pulmdes, no bago, no figado,

nos rins ou no cérebro de um cdo infectado;

ii) ter como uma parte do seu genoma a Ssequéncia

representada pela SEQ ID NO: 1; e

iii) conter as sequéncias de polinucledtidos que
codificam para a proteina (S) da espicula (SEQ ID NO:
2), as proteinas ndo estruturais 3a, 3b, 3c, 7a e 7b
(SEQ ID NO: 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente), a
proteina E do envoltdério (SEQ ID NO: 8), a proteina M
da membrana (SEQ ID NO: 9) e a proteina N da
nucleocdpside (SEQ ID NO: 10).

2. Coronavirus, de acorde «c¢com a reivindicacao 1,

caracterizado por estar inactivado ou atenuado.

3. Polinucledtido isolado do virus, de acordo com as
reivindicagdes 1-2, caracterizado por dito polinucledtido

consistir na SEQ ID NO: 4.

4, Polinucledétido isolado do virus, de acordo com as
reivindicagdes 1-2, caracterizado por dito polinucledtido

consistir na SEQ ID NO: 5.
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5. Proteina de CCoV isolada caracterizada por consistir
no polipéptido codificado pelo polinucledtido, de acordo

com a reivindicacdo 3 ou 4.

6. Proteina de CCoV, de acordo com a reivindicacdo 5,
caracterizada por dita proteina seleccionar-se do grupo que

consiste na SEQ ID NO: 13 e na SEQ ID NO: 14.

7. Utilizacgdo de um polinucledtido, de acordo com as
reivindicagdes 3-4 ou de uma proteina de acordo com as
reivindicacdes 5-6 num ensaio Dbioldgico in vitro,
caracterizada por ser para a detecgdo de CCoV numa amostra

de tecido ou fluido de cao.

8. Utilizacéo de acordo com a reivindicacao 7,
caracterizada por o ensaio bioldgico in vitro ser um dos
seguintes: ELISA, imunotransferéncia de tipo Western, (RT)-

PCR.

9. Utilizagdo de uma proteina de CCoV, de acordo com a
reivindicacdoc 5 ou 6, caracterizada por preparar uma
composigao imunogénica para a sua utilizacdo na geracdo de

anticorpos em animais.

10. Composi¢dao de vacina, caracterizada por conter, como
um componente 1imunogénico, um coronavirus inactivado ou
atenuado de acordo com a reivindicag¢dac 2, junto com

veiculos e excipientes farmaceuticamente aceitéveis.

11. Composicdo de vacina, de acordo com a reivindicacéo

10, caracterizada por sua utilizag¢do na profilaxia ou no
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tratamento de infecgdes provocadas por CCoV virulento

pantrépico em cédes.

Lisboa, 28 de Janeiro de 2011
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RESUMO

CORONAVIRUS CANINO PANTROPICO

A invencdo proporciona uma variante pantrépica
altamente patogénica do coronavirus canino tipo II que é
responsavel pela doenga aguda mortal em cdes, sequéncias de
polinucledtidos e proteinas da mesma e a sua utilizagdo na
profilaxia, no tratamento e no diagndstico de infecgdes

caninas.
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