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VACUNA CONTRA VIRUS DE BRONQUITIS INFECCIOSA

LISTADO DE SECUENCIAS
[0001] Esta solicitud contiene un listado de secuencias de acuerdo con 37 C.F.R. 1.821
- 1.825. El listado de secuencias que acompafia esta solicitud se incorpora en la
presente por referencia en su totalidad.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El virus de la bronquitis infecciosa del coronavirus aviar (IBV, por sus siglas en
inglés) es el prototipo gammacoronavirus de la familia Coronaviridae, orden Nidovirales.
El virus de la bronquitis infecciosa infecta principalmente el epitelio respiratorio superior
de los pollos, causando una enfermedad respiratoria, comunmente complicada por
patdégenos bacterianos secundarios (Cook et al., Avian Pathol., 41: 239-250). Algunas
cepas de IBV también afectan a los tubulos renales, oviductos y partes del tracto
gastrointestinal, dando lugar a lesiones patolégicas y sintomas clinicos en estos
sistemas de 6rganos. El virus tiene una presencia mundial tanto en el pollo comercial
como en el pollo casero. Debido a su alta variabilidad genémica, el IBV es discriminado
en una amplia variedad de geno-, sero- y protectotipos. El IBV se considera actualmente
como uno de los patdgenos virales mas importantes desde el punto de vista econémico
en la industria avicola.

[0003] El virus de la bronquitis infecciosa es un virus envuelto con un genoma de ARN
monocatenario de sentido positivo de 27,6 kb (Cavanagh 2007 Vet. Res. 38: 281-297).
Los dos primeros tercios del genoma viral comprenden una regién de codificacion
grande (también denominada gen 1), dividida en dos marcos de lectura abiertos 1a y
1b, que codifican para 15 proteinas no estructurales implicadas en la replicacion, edicion
y transcripcion del ARN. El ultimo tercio del genoma viral codifica proteinas
estructurales: la proteina spike (S, codificada por el gen 2), la proteina de la envoltura
(E, codificada por el gen 3c), la proteina de membrana (M, codificada por el gen 4) y la
proteina nucleocapside (N, codificada por el gen 6). Las proteinas S, E y M forman parte
de la envoltura viral mientras que la proteina N forma junto con el ARN viral el nicleo de
la ribonucleoproteina. La proteina spike es una proteina transmembrana dimérica o
trimérica, que se escinde proteoliticamente en dos subunidades, S1 y S2. El dominio S1
fuertemente glicosilado forma la cabeza de la proteina spike y contiene el dominio de
unién al receptor que interacciona con acidos sialicos unidos por 2,3 en la superficie de

la célula huésped (Promkuntod et al. 2014. Virology, 448: 26-32). El dominio S2 contiene
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la parte restante del ectodominio (el “tallo”), el dominio transmembrana y el endodominio
citoplasmatico localizado. La proteina spike de coronavirus determina principalmente el
tropismo de la especie huésped (Kuo et al., 2000, J. Virol., 74: 1393 - 1406).

[0004] Entre los genes estructurales del coronavirus intercalados hay un numero
variable de genes accesorios especificos de grupo localizados (Liu et al. 2014. Antiviral
Res. 109: 97-109). La mayoria de estos genes no son estructurales, y su expresiéon no
es esencial para la replicacion del virus en los huevos de pollo embrionados o en el
cultivo celular. El genoma del IBV contiene los genes accesorios 3 y 5, que codifican las
proteinas 3a y 3b, y 5a y 5b, respectivamente (Britton et al., 2006; Adv Exp Med Biol.,
581: 363-8). Ademas, hay un marco de lectura abierto situado en la regién intergénica
(IR) entre los genes 4 y 5 (Bentley et al., 2013, J. Virol, 87: 2128-2136).

[0005] El gen 3 es funcionalmente tricistronico, que codifica tres proteinas, 3a, 3b y 3c.
Esta ultima es la proteina E estructural del IBV. El gen 5 es funcionalmente bicistronico
y codifica dos proteinas, 5a y 5b (Britton et al. 2006, Adv Exp Med Biol.; 581: 363-8). Se
descubrié recientemente que las proteinas IBV 3a y 3b accesorias indujeron una
activacion retardada de la respuesta de interferén de tipo | in vitro, estando implicada
adicionalmente la proteina 3a en la resistencia de IBV al estado antiviral celular inducido
por IFN (Kint et al., 2015: J. Virol, 89: 1156 - 1167, Kint et al., 2015: J. Virol. Doi:
JVI.01057 - 15). La proteina accesoria 5b contribuye a que el huésped se aisle,
inhibiendo por lo tanto entre otros la traduccion del IFN de tipo | (Kint, PhD thesis 2015).
[0006] Britton et al. 2006 (Adv Exp Med Biol.; 581: 363-8) han suprimido la expresion de
las proteinas 3a, 3b, 5a y 5b del IBV y han demostrado que ninguno de los productos
génicos es esencial para la replicacion per se, y que pueden considerarse como
proteinas accesorias. Ademas, Bentley et al. 2013 (PLOS One. 8 (6): e67875) describen
la sustitucion de ORFs 3a y 3b con hRIluc y la sustitucién de Gene 5 por una version IBV
codoén-optimizada del hRIuc. Sin embargo, no se ha demostrado ni se ha sugerido que
la sustitucion del gen 3a y 3b o del gen 5 condujera a un fenotipo diferente (tal como la
atenuacion) como al IBV de tipo salvaje. Mas bien, Bentley et al. se centran en si o no
los genes marcadores pueden ser introducidos en el genoma de IBV. A este respecto,
Bentley et al. describen que la estabilidad del IBV recombinante varia dependiendo de
la region del genoma que esta siendo reemplazada.

[0007] A la fecha las cepas de la vacuna de IBV vivas-atenuadas mas ampliamente
utilizadas se desarrollaron en la década de 1960 en los Paises Bajos, mediante el paso
en serie de una cepa de IBV del tipo Massachusetts (Bijlenga et al., 2004, Avian Pathol.,

33: 550-557). Durante el pasaje, el virus se adaptd a los huevos embrionados, con
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enanas embridnicas observadas hasta el pasaje N.° 30, y mortalidad embrionaria en los
pasajes mas altos. Después de 51 pasajes, el virus causo la muerte embrionaria dentro
de las 48 hpi, pero el paso 52 (llamado H52) era todavia demasiado virulento para los
pollos. Después de otros 68 pasajes el virus (conocido como H120) fue suficientemente
atenuado como para ser seguro para ser usado en pollos jévenes mientras que todavia
inducian una respuesta inmune protectora. Sin embargo, la aparicion de nuevos
serotipos de IBV en la década de 1970, para los cuales las vacunas similares a la
Massachusetts tradicional no protegieron suficientemente, impuls6 el desarrollo de
nuevas vacunas vivas atenuadas y la investigacion de otras vacunas de tipo que,
potencialmente inducian inmunidad protectora contra multiples serotipos (Cook et al.
2012. Avian Pathol. 41: 239 - 250). Hoy en dia, las vacunas de IBV mas ampliamente
utilizadas siguen todavia atenuadas por el pasaje en serie de huevos embrionados, lo
cual es trabajoso y requiere mucho tiempo. Ademas, este tipo de atenuacion es aleatoria
y el resultado es bastante impredecible.
[0008] Por lo tanto, se necesitan otros métodos que el paso en serie para desarrollar
vacunas IBV. Varios grupos de investigacion y sistemas desarrollados
independientemente para manipular el genoma IBV mediante técnicas recombinantes
(Youn, et al. 2005. Virologia 332: 206-215; Zhou et al. 2013. Vet Microbiol. 162: 53-61.).
Sin embargo, todos estos sistemas de genética inversa se basan en la cepa Beaudette
de IBV adaptada al cultivo celular no patégena, o la cepa H120 de vacuna de IBV
altamente atenuada. Dado que estas cepas de IBV son no virulentas (Bijlenga et al.,
2004: 33-55-5 550), la inmunidad protectora soélo puede inducirse mediante la
introduccion de factores de virulencia de cepas patégenas de IBV. Este enfoque puede
causar problemas de seguridad, y aun no ha llevado al registro de una vacuna
recombinante IBV.
[0009] Por lo tanto, existe la necesidad de nuevas y altamente eficaces vacunas IBV y
estrategias alternativas para atenuar el IBV, respectivamente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
[0010] Antes de que se describan los aspectos de la presente invencion, debe tenerse
en cuenta que tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones
adjuntas, las formas singulares “un”, “uno/a” y “el/la” incluyen referencia plural a menos
que el contexto lo indique claramente de otra manera. Asi, por ejemplo, la referencia a
“‘un antigeno” incluye una pluralidad de antigenos, la referencia al “virus” es una
referencia a uno o mas virus y equivalentes de los mismos conocidos por los expertos

en la técnica, y asi sucesivamente. A menos que se defina lo contrario, todos los

3



01-3188 PCT

términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen los mismos
significados que comunmente entienden los expertos en la técnica a los que pertenece
esta invencion. Aunque se pueden usar en la practica o pruebas de la presente
invencién cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en
la presente invencién, se describen ahora los métodos, dispositivos y materiales
preferidos. Todas las publicaciones mencionadas en el presente documento se
incorporan en el presente documento como referencia con el fin de describir y revelar
las lineas celulares, vectores y metodologias como se informan en las publicaciones
que pueden ser utilizadas en relacion con la invencién. Ninguna de las presentes
conclusiones debe interpretarse como una admision de que la invencién no tiene
derecho a anticipar tal divulgacién en virtud de la invencién anterior.

Composicion de material

[0011] La presente invencion resuelve los problemas inherentes del estado de la técnica
y proporciona un avance distintivo en el estado de la técnica.

[0012] En general, la presente invencién proporciona un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 3a; y/o

- el ORF 3b; y/o

- el ORF 5a; y/o

- el ORF 5b esta inactivado.

[0013] De esta manera, la presente invencion también proporciona un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

[0014] De esta manera, la presente invencién proporciona un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF 3b estan inactivados.

[0015] De esta manera, la presente invencion proporciona un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

[0016] De esta manera, la presente invencién proporciona un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.
[0017] Ademas, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogeénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3a; y/o

- el ORF 3b; y/o



01-3188 PCT

- el ORF 53; y/o

- el ORF 5b esté inactivado.

[0018] De esta manera, la presente invencion también proporciona una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

[0019] Por lo tanto, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a esta
activado. Como se muestra en los ejemplos, la composicidn inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a esta inactivado
ha demostrado ser segura y eficaz.

[0020] Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3b esta
activado. Como se muestra en los ejemplos, la composicién inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3b esta activado,
ha demostrado ser segura y eficaz.

[0021] Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5a esta
activado. Como se muestra en los ejemplos, la composicidn inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5a esta activado,
ha demostrado ser segura y eficaz.

[0022] Por lo tanto, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5b esta
activado. Como se muestra en los ejemplos, la composicién inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5b esta inactivado,
ha demostrado ser segura y eficaz.

[0023] Por lo tanto, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF
3b estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicién inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF
3b estan inactivados ha demostrado ser segura y eficaz.

[0024] Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5a y el ORF

5b estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicién inmunogénica
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que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5a y el ORF
5b estan inactivados ha demostrado ser segura y eficaz.

[0025] Por lo tanto, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF
5a estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicién inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a o el ORF
5a esta inactivado, ha demostrado ser segura y eficaz.

[0026] Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF
5b estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicién inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a o el ORF
5b esta inactivado, ha demostrado ser segura y eficaz.

[0027] Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3b y el ORF
5a estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3b o el ORF
5a esta inactivado, ha demostrado ser segura y eficaz.

[0028] Por lo tanto, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3b y el ORF
5b estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicién inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3b o el ORF
5b esta inactivado, ha demostrado ser segura y eficaz.

[0029] Por lo tanto, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF
3b y el ORF 5a estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicién
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF
3a o el ORF 3b o el ORF 5a esta inactivado, ha demostrado ser segura y eficaz.

[0030] Por lo tanto, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF
3b y el ORF 5b estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicién
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF
3a o el ORF 3b o el ORF 5b esta inactivado, ha demostrado ser segura y eficaz.

[0031] Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5a y el ORF

5b y el ORF 3a estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicién
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inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF
5a o el ORF 5b o el ORF 3a esta inactivado, ha demostrado ser segura y eficaz.
[0032] Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5a y el ORF
5b y el ORF 3b estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la composicién
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF
5a o el ORF 5b o el ORF 3b esta inactivado, ha demostrado ser segura y eficaz.
[0033] Por lo tanto, la presente invencion proporciona una composicion inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF
3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados. Como se muestra en los ejemplos, la
composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en
donde el ORF 3a y el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados ha demostrado
ser segura y eficaz.

[0034] Las vacunas IBV del estado de la técnica tienen varias desventajas. Las vacunas
inactivadas en general s6lo dan una respuesta inmune humoral (pero una respuesta
inmune celular limitada) y las vacunas de refuerzo son en general necesarias cuando
se usan vacunas de IBV inactivadas. Por esa razén las vacunas vivas modificadas de
IBV (que inducen una respuesta humoral y una respuesta inmune celular) en general
serian la opcion preferida. Sin embargo, las vacunas vivas de IBV modificadas
desarrolladas hasta ahora tienen diferentes inconvenientes. La cepa IBV de Beaudette
(una cepa de IBV no patdogena adaptada al cultivo celular no patogénico) esta
demasiado atenuada. Otras cepas tales como H52 pueden no estar suficientemente
atenuadas, resultando un dano del tracto respiratorio después de la vacunacion.
Ademas, las vacunas vivas de IBV modificadas mas ampliamente utilizadas han sido
atenuadas por su paso seriado en huevos embrionados, lo cual es laborioso y consume
tiempo. Ademas, este tipo de atenuacion es aleatorio y el resultado es bastante
impredecible. Existe el riesgo de reversion a la virulencia mientras se pasa en pollos.
Por lo tanto, existe la necesidad de nuevas vacunas vivas de IBV modificadas
recombinantes que sean seguras y eficaces.

[0035] Ademas, no se esperaba que los mutantes dobles (inactivacion del ORF 3ay del
OREF 3b, inactivacion del ORF 5a y del ORF 5b) todavia no estuvieran sobreatenuados
porque si se introducen muchas eliminaciones/inactivaciones, un virus puede llegar a
ser sobreatenuado, lo que resulta en una capacidad insuficiente para inducir una
respuesta inmune protectora en el huésped vacunado. Este fendbmeno que también se

llama “sobreatenuacion” se ha descrito en la literatura ejemplar en Rennick et al 2015 (J
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Virol. 2015 Feb; 89 (4): 2192-200) para un mutante de virus del sarampion que indujo
una baja respuesta inmune. Otro ejemplo fue dado por Chen et al 2016 (Arch Virol.,
2016, 161: 77-86) en donde un virus del sindrome reproductivo y respiratorio de porcino
se hizo pasar con demasiada frecuencia en cultivos celulares, lo que ha conducido a
una sobreactivacion indicada por una inmunidad demasiado baja en los porcinos.
Manservigi et al., 2010 (Open Virol J. 2010; 4: 123-156) plantearon la preocupacién de
que muchas eliminaciones en el genoma de un virus herpes simplex 1 podrian resultar
en una atenuacion excesiva que niega su valor. Por lo tanto, fue sorprendente que los
mutantes dobles (inactivacion del ORF 3a y del ORF 3b; inactivacion del ORF 5a y del
ORF 5b) fueran todavia capaces de inducir una respuesta inmune protectora en
comparacion con los mutantes individuales (inactivacion del ORF 3a; inactivacion del
ORF 3b; inactivacion del ORF 5a; inactivacion de ORF 5b). Aun mas sorprendente, el
mutante de eliminacién que tiene una inactivacion en la totalidad de los cuatro ORF
(inactivacion del ORF 3ay del ORF 3b y del ORF 5a y del ORF 5b) no mostré un fenotipo
sobreatenuado.

[0036] La expresion “composicion inmunogénica” se refiere a una composicién que
comprende al menos un antigeno, que suscita una respuesta inmunoldgica en el
huésped al que se administra la composicion inmunogénica. Dicha respuesta
inmunoldgica puede ser una respuesta inmune celular y/o mediada por anticuerpos a la
composicion inmunogénica de la invencion. Es preferible que la composicién
inmunogénica induzca una respuesta inmune, y es mas preferible que confiera una
inmunidad protectora contra uno o mas de los sintomas de una infeccion por IBV. El
huésped también se describe como “sujeto”. Es preferible que cualquiera de los
huéspedes o sujetos descritos 0 mencionados en la presente sea aviario o un ave de
corral.

[0037] Usualmente, una “respuesta inmunoldgica” incluye, entre otros, uno o mas de
los siguientes efectos: la produccion o activacion de anticuerpos, células B, células T
helper, células T supresoras, y/o células T citotoxicas y/o gamma-delta, dirigidas
especificamente a uno o mas antigenos incluidos en la composiciéon inmunogénica de
la invencion. Es preferible que el huésped presente sea una respuesta inmunolégica
protectora o una respuesta terapéutica.

[0038] Una “respuesta inmunolégica protectora” o “inmunidad protectora” se demostrara
mediante sea una reduccion o ausencia de sintomas clinicos normalmente mostrados
por un huésped infectado, un tiempo de recuperacion mas rapido y/o una menor

duracién de la infectividad o un menor titulo de agentes patdégenos en los tejidos o el
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fluidos corporales o excreciones del huésped infectado.

[0039] En el caso en que el huésped presente una respuesta inmunoldgica protectora
tal que la resistencia a una nueva infeccion se incremente y/o se reduzca la gravedad
clinica de la enfermedad, la composiciéon inmunogénica se describe como una “vacuna”.
[0040] EI término “IBV” se refiere al virus de la bronquitis infecciosa que es bien
conocido por el experto en la técnica. El término “IBV” abarca todas las cepas,
genotipos, proteotipos, y serotipos de virus de la bronquitis infecciosa.

[0041] Los términos “ORF 3a” y “ORF 3b” se refieren a los marcos de lectura abiertos
(ORF) 3a y 3b codificados por el gen 3 del IBV. El gen 3 del IBV es funcionalmente
tricistronico y codifica tres proteinas 3a, 3b, y 3c. La proteina 3¢ también se denomina
proteina E. EI ORF 3a tiene una longitud de 174 nucleétidos desde el codon de inicio
(AUG) hasta el codén de parada (UAA), como se muestra en SEQ ID NO: 29. Sin
embargo, el primer nucleétido (A) del AUG del ORF 3a es el ultimo nucleotido del codon
de parada (A) del ORF S (spike) y, por lo tanto, el ORF 3a se superpone con el ORF S
en un nucledtido. Ademas, el Ultimo nucledtido del codon de parada (A) del ORF 3a es
el primer nucledtido (A) del AUG del ORF 3b vy, por lo tanto, el ORF 3a se superpone
con el ORF 3b en un nucledtido. EI ORF 3b tiene una longitud de 195 nucleétidos desde
el cododn de inicio (AUG) al codon de parada (UAA) como se muestra en la SEQ ID NO:
30. Sin embargo, el ORF 3b se superpone con el ORF 3¢ en 20 nucledtidos.

[0042] Los términos “ORF 5a” y “ORF 5b” se refieren a los marcos de lectura abiertos
(ORF) 5a y 5b codificados por el Gen 5 del IBV. El gen 5 es funcionalmente bicistronico
y codifica dos proteinas, 5a y 5b. El ORF 5a tiene una longitud de 198 nucleétidos desde
el codoén de inicio (AUG) al coddn de parada (UGA) como se muestra en la SEQ ID NO:
31. Sin embargo, el ORF 5a se superpone con el ORF 5b en 4 nucleétidos. EI ORF 5b
tiene una longitud de 249 nucleétidos desde el codon de inicio (AUG) al codén de parada
(UAG), como se muestra en la SEQ ID NO: 32. Sin embargo, el ORF 5b se superpone
con el ORF N en 58 nucledtidos.

[0043] EI término “inactivado” se refiere a una mutacion dentro del ORF 3a, ORF 3b,
ORF 5a, y ORF 5b. El término “mutacion” comprende modificaciones en el ARN viral
que codifica dichas proteinas que conduce a una alteracién de dicha proteina codificada.
(Sustituciéon de uno o varios nucleodtidos/pares de bases), eliminaciones (eliminaciéon de
uno, varios o todos los pares de nucledtidos/bases), inserciones y/o (adicién de uno o
varios nucleotidos/pares de bases). Por lo tanto, el término “mutacion” comprende
mutaciones que incluyen, entre otros, mutaciones puntuales (mutaciones de un solo

nucleotido) o mutaciones mas grandes en donde, por ejemplo, partes de los nucleétidos
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modificantes (y/o que no codifican)/pares de base estan eliminados (eliminacion parcial)
o todos los nucleétidos modificantes (y/o que no codifican/pares de bases son
nucleotidos eliminados (eliminacion completa), sustituidos y/o modificantes adicionales
(y/o que no codifican/ pares de bases estan insertados. Debe entenderse que el término
“mutacion” comprende mutaciones dentro de los nucledtidos modificantes/pares de
bases, mutaciones dentro de los nucleétidos no modificantes/pares de bases tales como
dentro de los nucleotidos reguladores/pares de bases y mutaciones dentro tanto de los
nucleotidos modificantes/pares de bases y nucleétidos no modificantes/ pares de bases.
Ademas, el término “mutacion” también comprende la inversion de nucleotidos/pares de
bases (que codifican y/o no modificantes) tales como la inversién de una parte o de la
totalidad de los nucleé6tidos modificantes/pares de base o la inversién de una parte o de
la totalidad de los nucleétidos no modificantes/pares de bases o una combinacion de
ellos. Ademas, el término “mutacion” también comprende la reubicacion de
nucleotidos/pares de bases (que codifican y/o codifican) tales como la reubicacion de
una parte o de la totalidad de los nucledtidos/pares de base no modificantes o una
combinacion de ellos. Tal como se usa en la presente, la mutacion puede ser una
mutacioén Unica o varias mutaciones; por lo tanto, a menudo el término “mutacién(es)”
se usa y se refiere tanto a una mutacion uUnica como a varias mutaciones. Dichas
mutaciones pueden dar como resultado una proteina expresada modificada debido al
cambio en la secuencia de codificacion. Sin embargo, el término “mutacion” es bien
conocido por el experto en la técnica y la persona experta en la técnica puede generar
mutaciones sin mas complicaciones.

[0044] Es preferible que la inactivacion del ORF 3b o del ORF 3a y del ORF 3b no afecte
a la expresion del ORF 3c y/o tampoco la actividad de la proteina E (codificada por el
OREF 3c). Por lo tanto, se reduce (o se elimina) la expresion del ORF 3b o del ORF 3ay
del ORF 3b (proteina ARN 3b o ARN 3a y/o 3b y/o proteina 3a y proteina 3b) y/o la
actividad de la proteina, mientras que la expresion del ORF 3c y/o la actividad de la
proteina E no se ve afectada. Por lo tanto, debe entenderse que las eliminaciones,
truncamientos, sustituciones, inserciones, inversiones o reubicaciones dentro de la
region de solapamiento del codén de inicio (AUG) del ORF 3c y el codén de parada
(UAA) del ORF 3b estan abarcados siempre y cuando la expresion del ORF 3c y/o la
actividad de la proteina E no se vea afectada.

[0045] En un aspecto de la presente invencion, dicha inactivacion del ORF 3a o del ORF
3a y del ORF 3b no afecta la expresion del ORF 3c y/o tampoco la actividad de la

proteina E. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un IBV o una composicion
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inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3a est4 inactivado; o

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde dicha inactivacion del ORF 3a o del ORF 3a y del ORF 3b no afecta la
expresion del ORF 3c y/o tampoco afecta la actividad de la proteina E.

[0046] Es preferible que la inactivacion del ORF 3a o del ORF 3a y del ORF 3b no afecte
la expresion del ORF S y/o tampoco afecta la actividad de la proteina S como indica la
respuesta inmune protectora que se basa uUnicamente en la proteina S del IBV. Por lo
tanto, la expresion del ORF 3a o del ORF 3a y/o del ORF 3b (ARN 3a o ARN 3a y/o 3b
y/o proteina 3a y proteina 3b) y/o la actividad de la proteina se reduce (o se elimina),
mientras que la expresion del ORF S y/o la actividad de la proteina S no se ve afectada.
Es preferible que la inactivacion del ORF 3a o del ORF 3a y del ORF 3b deje intacto el
codon de terminacion (UAA) de la proteina spike (S) que se superpone con el codon de
inicio (AUG) del ORF 3a. Esto puede hacerse no inactivando el A del AUG del codon de
inicio del ORF 3a o inactivando el ORF 3a y el ORF 3b de manera que el primer
nucleotido 3' de los dos ultimos nucleotidos (UA) del ORF S sea un A o G para tener un
codon de terminacion (UAA o UAG). Como alternativa, es posible generar un nuevo
codon de terminacion en el ORF S mediante eliminaciones, truncamientos,
sustituciones, inserciones, inversiones o reubicaciones para leer UAA, UAG o UGA
(coddn de parada). Por lo tanto, debe entenderse que las eliminaciones, truncamientos,
sustituciones, inserciones, inversiones o0 reubicaciones dentro de la region de
solapamiento del codén de inicio (AUG) del ORF 3a y del codén de parada (UAA) del
ORF S estan abarcados siempre y cuando la actividad y/o expresion del ORF S no se
vea afectada.

[0047] En un aspecto de la presente invencion, dicha inactivacion del ORF 3a o del
ORF 3a y del ORF 3b no afecta la expresion del ORF S y/o tampoco la actividad de la
proteina S. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composiciéon
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3a esta inactivado; o

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde dicha inactivacion del ORF 3a o del ORF 3a y del ORF 3b no afecta la
expresion del ORF S y/o tampoco afecta la actividad de la proteina S.

[0048] Es preferible que la inactivacion del ORF 5b o del ORF 5a y del ORF 5b no afecte
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la expresion del ORF N ni tampoco la actividad de la proteina N (codificada por el ORF
N). Por lo tanto, la expresion del ORF 5b o el ORF 5a y del ORF 5b (ARN 5b o ARN 5a
y 5b y/o la proteina 5a y la proteina 5b) y/o la actividad de la proteina se reduce (o se
elimina) mientras que la expresién del ORF N y/o la actividad de la proteina N no se ve
afectada. Es preferible que la inactivacion del ORF 5b o del ORF 5a y del ORF 5b deje
el codon de inicio (AUG) de la proteina N intacto y por lo tanto también el ORF N. Sin
embargo, debe entenderse que las eliminaciones, truncaciones, sustituciones,
inserciones, inversiones, o reubicaciones dentro de la region de superposicion del codon
de inicio (AUG) del ORF N y del coddn de parada (UAG) del ORF 5b estan abarcados
siempre y cuando la expresion del ORF N y/o la actividad de la proteina N no se vea
afectada.

[0049] En un aspecto de la presente invencion, dicha inactivacion del ORF 5b o del ORF
5a y del ORF 5b no afecta la expresion del ORF N ni tampoco la actividad de la proteina
N. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un IBV o una composiciéon
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5b esta inactivado; o

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados

en donde dicha inactivacion del ORF 5b o del ORF 5a y del ORF 5b no afecta la
expresion del ORF N y/o no afecta la actividad de la proteina.

[0050] En un aspecto de la presente invencion, dicha inactivacion es una eliminacién
completo parcial del ORF 3a y una eliminacién parcial del ORF 3b y/o una eliminacién
parcial o completa del ORF 5a y una eliminacién parcial del ORF 5b, una truncacion
parcial o completa del ORF 3a y una truncacion parcial del ORF 3b y/o una truncacion
parcial o completa del ORF 5a y una truncacién parcial del ORF 5b, una inversion
completa o parcial del ORF 3a y una inversion parcial del ORF 3b y/o una inversion
completa o parcial del ORF 5a y una inversiéon parcial del ORF 5b, una reubicacion
completa o parcial del ORF 3a y una reubicacion parcial del ORF 3b y/o una reubicacién
completa o parcial del ORF 5a y una reubicacion parcial del ORF 5b, una insercion de
acidos nucleicos dentro del ORF 3a y del ORF 3b y/o del ORF 5a y del ORF 5b, una
sustitucion de acidos nucleicos dentro del ORF 3a y del ORF 3b y/o del ORF 5a y del
ORF 5b. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un IBV o una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o
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- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde dicha inactivaciéon es una eliminacion parcial o completa del ORF 3a y una
eliminacion parcial del ORF 3b y/o una eliminacion parcial o completa del ORF 5a y una
eliminacién parcial del ORF 5b, una truncacién parcial o completa del ORF 3a y una
truncacion parcial del ORF 3b y/o una truncacion parcial o completa del ORF 5a y una
truncacién parcial del ORF 5b, una inversion completa o parcial del ORF 3a y una
inversién parcial del ORF 3b y/o una inversion completa o parcial del ORF 5a y una
inversion parcial del ORF 5b, una reubicacién completa o parcial del ORF 3a y una
reubicacion parcial del ORF 3b y/o una reubicacion completa o parcial del ORF 5a y una
reubicacion parcial del ORF 5b, una insercion de acidos nucleicos dentro del ORF 3a 'y
del ORF 3b y/o del ORF 5a y del ORF 5b, una sustitucion de acidos nucleicos dentro
del ORF 3ay del ORF 3b y/o del ORF 5a y del ORF 5b.

[0051] El término “inactivado” se refiere a sea una expresién reducida o eliminada de la
proteina (y/o ARN) y/o a una actividad reducida de la proteina.

[0052] El término “inactivado” comprende una expresion reducida (o eliminada) del ORF
3a y/o del ORF 3b (del ARN 3a y/o 3b y/o de una proteina 3a y/o de una proteina 3b)
y/o del ORF 5a y/o del ORF 5b (ARN 5a y/o 5b o proteina 5a y/o proteina 5b). Debe
entenderse que una expresion reducida abarca tanto la transcripcion reducida de ARN
como también la expresion reducida de una proteina. Es preferible que la expresion del
ORF 3a y/o del ORF 3b (del mARN 3a y/o de la proteina 3a y/o de la proteina 3b) y/o
del ORF 5a y/o del ORF 5b (del ARN 5a y/o proteina 5a y/o proteina 5b) esté reducida
en el IBV de la presente invencion en 5-10%, 10-20%, 20-30%, 30-40%, 40-50%, 50-
60%, 60-70%, 70-80%, 80-90%, 90-95%, 95-99% o mas por ARN y/o proteina A en
comparacion con la expresion de un virus IBV de tipo salvaje. Es mas preferible que la
expresion del ORF 3a y/o del ORF 3b (del ARN 3a y/o 3b y/o de la proteina 3a y/o de la
proteina 3b) y/o del ORF 5a y/o del ORF 5b (del ARN 5a y/o 5b y/o de la proteina 5a y/o
de la proteina 5b) esté reducida en el IBV de la presente invencion en 50-100%, 60-
100%, 70-100% 80-100% o 90-100% por ARN y/o proteina en comparacion con la
expresion de un virus IBV de tipo salvaje. Es mas preferible aun que la expresion del
ORF 3a y/o del ORF 3b (del ARN 3a y/o 3b y/o de la proteina 3a y/o de la proteina 3b)
y/o del ORF 5a y/o del ORF 5b (del ARN 5a y/o 5b y/o de la proteina 5a y/o de la proteina
5b) esté reducida en el IBV de la presente invencion en 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% por ARN y/o proteina en comparacion con la expresion de un virus IBV de tipo

salvaje.
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[0053] Es preferible que la expresion del ORF 3a y/o del ORF 3b (ARN 3a y/o 3b y/o
proteina 3a y/o proteina 3b) y/o del ORF 5a y/o del ORF 5b (ARN 5a y/o 5b y/o de
proteina 5a y/o la proteina 5b) esté reducida en el IBV de la presente invencion en de
aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 80 veces, de aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, o de aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 veces, o de aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces, o
1,2,3,4,5,7,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 950 100
veces por ARN y/o proteina en comparacion con la expresion de un virus IBV de tipo
salvaje.

[0054] EI término “ARN” se refiere a cualquier acido ribonucleico. El término abarca
tanto ARN mono como ARN bicatenario. EI ARN de la presente invencion abarca formas
genéticamente modificadas de ARN aislado (es decir, aislado de su contexto natural) y
genéticamente modificado. Ademas, comprende también ARN quimicamente
modificado que incluye ARN modificado naturalmente tal como ARN metilado o
modificado artificialmente tal como ARN biotinilado. El término “ARN” también incluye
especificamente ARN compuesto de bases distintas de los cuatro nucledtidos/bases
bioldgicamente presentes (adenina, guanina, citosina y uracilo). El ARN de la presente
invencidn se caracteriza porque codificara una proteina tal como se ha mencionado
anteriormente (proteina 3a proteina y/o proteina 3b y/o proteina o 5a y/o proteina 5b).
[0055] Las expresiones “acido nucleico” o “secuencia de acido nucleico” se refieren a
polinucleétidos que incluyen moléculas de ADN, moléculas de ARN, moléculas de ADNc
0 sus derivados. Las expresiones abarcan tanto polinucleétidos monocatenarios como
bicatenarios. El acido nucleico de la presente invencion abarca polinucleétidos aislados
(es decir, aislados de su entorno natural) y formas genéticamente modificadas. Ademas,
comprenden también polinucledtidos modificados quimicamente que incluyen
polinucleétidos modificados naturales tales como polinucledtidos glicosilados o
metilados o modificados artificialmente tales como polinucleétidos biotinilados. Ademas,
las expresiones “acido nucleico” y “polinucleétido” son intercambiables y se refieren a
cualquier acido nucleico. Las expresiones “acido nucleico” y “polinucleétido” también
incluyen especificamente acidos nucleicos compuestos por bases distintas de las cinco
bases de presentacion biolégica (adenina, guanina, timina, citosina y uracilo).

[0056] Las expresiones “proteina”, “aminoacido” y “polipéptido” se usan de manera
intercambiable. El término “proteina” se refiere a una secuencia de aminoacidos

compuesta por los aminoacidos que tienen lugar naturalmente, asi como derivados de
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los mismos. Los aminoacidos naturales son bien conocidos en la técnica y se describen
en libros de texto estandar de bioquimica. Dentro de la secuencia de aminoacidos, los
aminoacidos estan conectados por enlaces peptidicos. Ademas, los dos extremos de la
secuencia de aminoacidos se denominan como: terminal carboxilo (terminal-C) y
terminal amino (terminal-N). El término “proteina” abarca proteinas o preparaciones de
proteinas esencialmente purificadas que comprenden ademas otras proteinas. Ademas,
el término también se refiere a fragmentos de proteina. Ademas, incluye proteinas
quimicamente modificadas. Tales modificaciones pueden ser modificaciones artificiales
o de presentacion natural tales como fosforilacion, glicosilacion, miristilacion y similares.
[0057] Los métodos para medir la expresion reducida del ORF 3a y/o del ORF 3b (ARN
3a y/o 3b y/o proteina 3a y/o proteina 3b) y/o del ORF 5a y/o del ORF 5b (ARN 5a y/o
5b y/o de proteina 5a y/o la proteina 5b) son bien conocidos por el experto en la materia.
Tales métodos incluyen, entre otros, RT-PCR, RT-PCR en tiempo real, Northern blots,
Western blots, radioinmunoensayo, ELISA, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica,
hibridacion in situ.

[0058] Sin embargo, el término “inactivado” también abarca una actividad reducida (o
eliminada) de la proteina (proteina 3a y/o proteina 3b proteina y/o proteina 5a y/o
proteina 5b). Es preferible que la actividad de la proteina (proteina 3a y/o proteina 3b
y/o proteina 5a y/o proteina 5b) del IBV de la presente invencion se reduzca en un 5-
10%, un 10-20%, un 20-30%, un 30-40%, un 40-50%, un 50-60%, un60-70%, un70-
80%, un80-90%, un90-95%, un95-99% en comparacion con la actividad de la proteina
(proteina 3a y/o proteina 3b y/o proteina 5a y/o proteina 5b) de un virus IBV de tipo
salvaje. Es mas preferible que la actividad de la proteina (proteina 3a y/o proteina 3 y/o
proteina 5a y/o proteina 5b) del IBV de la presente invencion se reduzca en un 50-100%,
60-100%, 70-100% 80-100% o 90-100% en comparacioén con la actividad de la proteina
(proteina 3a y/o proteina 3b y/o proteina 5a y/o proteina 5b) de un virus IBV de tipo
salvaje. Es mas preferible aun que la actividad de la proteina (proteina 3a y/o proteina
3b y/o proteina 5a y/o proteina 5b) del IBV de la presente invencién se reduzca en un
80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o el 100% en comparacion con la actividad de la proteina
(proteina 3a y/o proteina 3b y/o proteina 5a y/o proteina 5b) de un virus de IBV de tipo
salvaje.

[0059] Es preferible que la actividad de la proteina (proteina 3a y/o proteina 3b y/o
proteina 5a y/o proteina 5b) del IBV de la presente invencion se reduzca de

aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, de aproximadamente 5 a
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aproximadamente 80 veces, de aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, o de aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 veces, o de aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces, 0
1,2,3,4,5,7,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 950 100
en comparacion con la actividad de la proteina (proteina 3a y/o proteina 3b y/o proteina
5a y/o proteina 5b) de un virus IV de tipo salvaje.

[0060] Se descubrié recientemente que las proteinas de IBV accesorias 3a y 3b causan
una activacion retardada de la respuesta de interferén de tipo | in vitro, estando ademas
la proteina 3a implicada en la resistencia del IBV al estado celular antiviral celular
inducido por IFN (Kint et al 2015: J. Virol., 89: 1156 - 1167, Kint et al., 2015: J.Virol. doi:
JVI.01057 - 15). La proteina accesoria 5b contribuye a la interrupcion de la célula
huésped, por lo que, entre otras, inhibe la traduccion del IFN tipo | (Kint, PhD thesis
2015).

[0061] El término “inactivado” comprende un IBV recombinante que tiene una respuesta
inmune celular al interferdn, inhibida o reducida (un IBV que no tiene la capacidad de
interferir por completo en la respuesta inmune de las células al interferén). Es preferible
que el IBV recombinante tenga una interferencia reducida o inhibida con la expresion
y/o actividad del interferon. Es preferible que se reduzca o inhiba la expresiéon y/o
actividad de uno o dos tipos de interferon (IFN). En un ensayo de la presente invencion,
el IBV recombinante provoca un efecto sobre la expresion y/o actividad del IFN-[alfa].
En otro aspecto, la expresion y/o actividad del IFN-[(] esta afectada. En otro aspecto, la
expresion y/o actividad del IFN-[gamma] esta afectada. Es preferible que la expresion
y/o actividad del IFN-a IFN-B/IFN-y se reduzca en 5-10%, 10-20%, 20- 30%, 30-40%,
40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90% o mas por proteina, polipéptido, etc. con
una actividad antagonista de interferén en comparacion con un control (por ejemplo,
PBS o una proteina sin actividad antagonista de interferén) en sistemas competentes
para IFN, por ejemplo, una célula o un animal de tipo salvaje en las mismas condiciones.
Es mas preferible que la expresion y/o actividad del IFN-[alfa] y/o del IFN-[beta] y/o del
IFN-[gamma] se reduzca en de aproximadamente 1 aproximadamente 100 veces, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces, de aproximadamente 20 a
aproximadamente 80 veces, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, o de
aproximadamente 1 a 5 veces, en de aproximadamente 40 a aproximadamente 80
veces,oen 1,2, 3,4,5,6,7, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95 o 100 veces o proteina, polipéptido, etc. con una actividad antagonista de

interferon en comparacion con un control (por ejemplo, PBS o una proteina sin actividad
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antagonista de interferon) en sistemas competentes para IFN, por ejemplo, una célula o
un animal de tipo salvaje en las mismas condiciones. Los métodos para medir la
expresion y/o actividad reducidas del interferén son bien conocidos por el experto en la
técnica.

[0062] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 3a esta completa o parcialmente
eliminado, sustituido o invertido y en donde el ORF 3b esta parcialmente eliminado,
sustituido o invertido. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un IBV o una
composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en
donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

en donde el ORF 3a esta completa o parcialmente eliminado, sustituido o invertido y en
donde el ORF 3b esta parcialmente eliminado, sustituido o invertido.

[0063] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 5a esta completa o parcialmente
eliminado, sustituido o invertido y en donde el ORF 5b esta parcialmente eliminado,
sustituido o invertido. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un IBV o una
composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en
donde:

- el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 5a esta completa o parcialmente eliminado, sustituido o invertido y en
donde el ORF 5b esta parcialmente eliminado, sustituido o invertido.

[0064] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 3a y el ORF 5a estan completa
o parcialmente eliminados, sustituidos o invertidos y en donde el ORF 3b y el ORF 5b
estan parcialmente eliminados, sustituidos o invertidos. Por lo tanto, la presente
invencién proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV
(virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 3a y el ORF 5a estan completa o parcialmente eliminados, sustituidos
o invertidos y en donde el ORF 3b y el ORF 5b estan parcialmente eliminados,
sustituidos o invertidos.

[0065] La expresion “completa o parcialmente eliminado, sustituido o invertido” abarca
una eliminacion completa o parcial, una sustitucion completa o parcial y una inversion
completa o parcial. El término “completo” significa que la totalidad del ORF esta afectado

desde el codon de inicio al codon de parada del ORF. Es preferible que el ORF 3a y/o
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el ORF 5a estén completamente eliminados, sustituidos o invertidos. Sin embargo, el
término “parcial” significa que solamente una parte de la totalidad del ORF esta afectada.
Es preferible que el ORF 3a, el ORF 3b, el ORF 5a, el ORF 5b estén parcialmente
eliminados, sustituidos o invertidos. Es mas preferible que el ORF 3b y/o el ORF 5b
estén parcialmente eliminados, sustituidos o invertidos. Es mas preferible que el ORF
3b y/o ORF 5b estén parcialmente eliminados para no afectar la expresion del ORF3c
(que codifica la proteina E) y del ORF N (que codifica la proteina N) y/o la actividad de
proteina E y de la proteina N.

[0066] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 3a esta completa o parcialmente
eliminado y el ORF 3b esta parcialmente eliminado. Por lo tanto, la presente invencién
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 3a esta completa o parcialmente eliminado y el ORF 3b esta
parcialmente eliminado.

[0067] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 5a esta completa o parcialmente
eliminado y el ORF 5b esta parcialmente eliminado. Por lo tanto, la presente invencién
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 5a esta completa o parcialmente eliminado y el ORF 5b esta
parcialmente eliminado.

[0068] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 3a y el ORF 5a estan completa
o parcialmente eliminados y el ORF 3b y el ORF 5b estan parcialmente eliminados. Por
lo tanto, la presente invencién proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 3a y el ORF 5a estan completa o parcialmente eliminados y el ORF
3b y el ORF 5b estan parcialmente eliminados.

[0069] En un aspecto de la presente invencion, el codén de inicio del ORF 3a y/o del
ORF 3b y/o del ORF 5a y/o del ORF 5b estan activados. Por lo tanto, la presente
invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV

(virus de bronquitis infecciosa), en donde:
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- el ORF 3a; y/o

- el ORF 3b; y/o

- el ORF 5a; y/o

- el ORF 5b esta inactivado,

en donde el codén de inicio del ORF 3a y/o del ORF 3b y/o del ORF 5a y/o del ORF 5b
estan inactivados.

[0070] En un aspecto de la presente invencion, el codén de inicio del ORF 3ay el codon
de inicio del ORF 3b estan inactivados. Por lo tanto, la presente invencion proporciona
un IBV o una composiciéon inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el codon de inicio del ORF 3a y el codén de inicio del ORF 3b estan
inactivados.

[0071] En un aspecto de la presente invencion, el coddn de inicio del ORF 3a (AUG,
nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) y el codén de inicio del ORF 3b (AUG, nucleétidos
174-176 de la SEQ ID NO: 1) estan inactivados. Por lo tanto, debe entenderse que la
inactivacion del AUG abarca la inactivacion/mutacion de 1, 2 o 3 nucleétido(s) dentro
del AUG. Por lo tanto, la inactivacién del codén de inicio AUG abarca la mutacion del A
y/o la mutacién del U y/o la mutacion del G. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el coddn de inicio del ORF 3a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) y el
codon de inicio del ORF 3b (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1) estan
inactivados.

[0072] En un aspecto de la presente invencion, dicha inactivacion del codon de inicio
(AUG) del ORF 3a y del ORF 3b es una eliminacion, sustitucion o inversion. Por lo tanto,
la presente invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el codon de inicio del ORF 3a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) y el
codon de inicio del ORF 3b (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1) estan
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inactivados por una eliminacién, sustituciéon o inversién.

[0073] En un aspecto de la presente invencion, el codén de inicio del ORF 5a 'y el codon
de inicio del ORF 5b estan inactivados. Por lo tanto, la presente invencion proporciona
un IBV o una composicién inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el codon de inicio del ORF 5a y el codén de inicio del ORF 5b estan
inactivados.

[0074] En un aspecto de la presente invencion, el codén de inicio del ORF 5a (AUG,
nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) y el codén de inicio (AUG, nucleétidos 195-197 de
la SEQ ID NO: 2) del ORF 5b estan inactivados. Por lo tanto, debe entenderse que la
inactivacion del AUG abarca la inactivacion/mutacion de 1, 2 o 3 nucleétido(s) dentro
del AUG. Por lo tanto, la inactivacién del coddn de inicio AUG abarca la mutacion del A
y/o la mutacién del U y/o la mutacion del G. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el coddn de inicio del ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) y el
codén de inicio del ORF 5b (AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO: 2) estan
inactivados.

[0075] En un aspecto de la presente invencion, dicha inactivacion del codon de inicio
(AUG) del ORF 5a y del ORF 5b es una eliminacion, sustitucion o inversion. Por lo tanto,
la presente invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el coddn de inicio del ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) y el
codon de inicio del ORF 5b (AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO: 2) estan
inactivados por una eliminacién, sustitucién o inversion.

[0076] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 3a y el ORF 3b estan truncados
desde el término 5 del codén de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del
ORF 3ay del ORF 3b (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1). Por lo tanto, la

presente invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que
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comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 3ay el ORF 3b estan truncados desde el término 5’ del codén de inicio
(AUG, nucleoétidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a y del ORF 3b (AUG, nucleétidos
174-176 de la SEQ ID NO: 1).

[0077] La expresion “truncado desde el término 5 del coddn de inicio” se refiere a la
truncacion del ORF en el término 5'. La expresion “término 5” ya ha sido definida en otra
parte. La expresion “truncado o truncacion” se refiere a la eliminacién de uno o mas
nucleotidos/bases dentro del ORF. Por lo tanto, algunas porciones del término 3’ del
OREF se conservan, mientras que algunas porciones de la region término 5’ del ORF son
eliminados. Sin embargo, la truncacion en el término 5’ puede resultar en la eliminacién
de uno o mas aminoacidos dentro de la correspondiente proteina o en un corrimiento de
marco en el ORF siendo el resultado una region de codificacion que es diferente de la
proteina del tipo salvaje. Sin embargo, la truncacién en el término 5’ puede resultar en
la expresion de ninguna proteina ya que la totalidad del coddn de inicio esta truncado.
[0078] Debe entenderse que la expresion “término 5’ del coddn de inicio” tal como se
utiliza en la presente significa que dicha truncacion afecta (incluye) el codén de inicio
del ORF. El término 5’ del codon de inicio (AUG) es el A, mientras que el terminal 3’ del
AUG es el G. Sin embargo, los terminales “5- y “3-" son bien conocidos por experto en
la técnica.

[0079] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 3a y el ORF 3b estan truncados
del A, U, o G del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a
y del ORF 3b (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1). Por lo tanto, la presente
invencién proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV
(virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 3ay el ORF 3b estan truncados del A, U, o G del codon de inicio (AUG,
nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a y del ORF 3b (AUG, nucleétidos 174-
176 de la SEQ ID NO: 1).

[0080] La expresion “truncado de A, U o G del coddn de inicio” tal como se la utiliza en
la presente, significa que dicha truncacion puede empezar con el A o U o G. En el caso
en que la truncacion empieza con el A, el A esta truncado. Sin embargo, si la truncacion

del A comprende la eliminaciéon de dos o mas nucledtidos, el U esta también eliminado.
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Ademas, si la truncacién del A comprende la eliminacion de tres o mas nucleétidos el A,
U, y G estan eliminados. Sin embargo, debe entenderse que, si la truncacion empieza
con el U, el U esta eliminado, mientras que el A del AUG subsiste. si la truncacion
empieza con el G, el G se elimina, mientras que el A y U del AUG subsisten.

[0081] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados
desde el término 5’ del coddn de inicio del ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID
NO: 2) y del ORF 5b (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO: 2). Por lo tanto, la
presente invencion proporciona un IBV o0 una composicion inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 5ay el ORF 5b estan truncados desde el término 5’ del codén de inicio
del ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) y del ORF 5b (AUG, nucleétidos
195-197 de la SEQ ID NO: 2).

[0082] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados
del A, U, o G del codon de inicio del ORF 5a (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:
2) y del ORF 5b (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO: 2). Por lo tanto, la presente
invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV
(virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados del A, U, o G del codon de inicio del
ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) y del ORF 5b (AUG, nucleoétidos
195-197 de la SEQ ID NO: 2).

[0083] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 3a y el ORF 3b estan truncados
desde el término 5 del coddn de inicio (AUG) del ORF 3a (AUG, nucleétidos 1-3 de la
SEQ ID NO: 1) y del coddn de inicio del ORF 3b (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ
ID NO: 1) y en donde el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados desde el t 5’ del codén de
inicio del ORF 5a (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) y del codén de inicio ORF
5b (AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO: 2). Por lo tanto, la presente invencién
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 3ay el ORF 3b estan truncados desde el término 5’ del codén de inicio
(AUG) del ORF 3a (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) y del codén de inicio del
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OREF 3b (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1) y en donde el ORF 5ay el ORF
5b estan truncados desde el término 5’ del codon de inicio del ORF 5a (AUG, nucleoétidos
1-3 de la SEQ ID NO: 2) y del coddn de inicio ORF 5b (AUG, nucleétidos 195-197 de la
SEQ ID NO: 2).

[0084] En un aspecto de la presente invencion, al menos 1 nucledtido, al menos 2
nucledtidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al
menos 10 nucleotidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25
nucleétidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100
nucleétidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:
1) del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos, y, en donde al menos 1
nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al
menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20
nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75
nucleétidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150
nucleotidos, al menos 170 nucleétidos del término 5 del codén de inicio (AUG,
nucleotidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3b estan eliminados, sustituidos o
invertidos. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3 nucledtidos, al
menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucleétidos, al menos 15
nucleétidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50,
nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos del término 5’ del
cododn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a estan eliminados,
sustituidos o invertidos, y, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al
menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10
nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleotidos, al menos 25 nucledtidos,
al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos
125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos del término 5’ del
codén de inicio (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3b estan
eliminados, sustituidos o invertidos.

[0085] En un aspecto de la presente invencién, al menos 1 nucledtido, al menos 2
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nucledtidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al
menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25
nucleétidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100
nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucledtidos del A, U o G del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1)
del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos, y, en donde al menos 1
nucledtido, al menos 2 nucleotidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al
menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20
nucleétidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75
nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150
nucleotidos, al menos 170 nucledtidos del A, U, o G del codéon de inicio (AUG,
nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3b estan eliminados, sustituidos o
invertidos. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3 nucleétidos, al
menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15
nucleétidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50,
nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos del A, U o G del codén
de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a estan eliminados,
sustituidos o invertidos, y, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucleétidos, al
menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10
nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleotidos, al menos 25 nucledtidos,
al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos
125 nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucleétidos del A, U o G del
codén de inicio (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3b estan
eliminados, sustituidos o invertidos.

[0086] En un aspecto de la presente invencidn, al menos 1 nucledtido, al menos 2
nucleétidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al
menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25
nucleétidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100
nucleétidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170

nucleotidos, al menos 190 nucleétidos del término 5 del codén de inicio (AUG,
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nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o
invertidos y, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos del término 5’ del coddn de inicio (AUG, nucledtido 195-197 de la SEQ ID
NO: 2) del ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos. Por lo tanto, la presente
invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV
(virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3 nucledtidos, al
menos 4 nucleotidos, al menos 5 nucleotidos, al menos 10 nucleétidos, al menos 15
nucleétidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50,
nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:
2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos y, en donde al menos 1
nucledtido, al menos 2 nucleotidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al
menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20
nucleétidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75
nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150
nucleétidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190 nucledtidos del término 5 del
codon de inicio (AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5b estan
eliminados, sustituidos o invertidos.

[0087] En un aspecto de la presente invencion, al menos 1 nucledétido, al menos 2
nucleétidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucleétidos, al menos 5 nucledtidos, al
menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25
nucledtidos, al menos 50, nucleodtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100
nucleétidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucledtidos del A, U o G del coddn de inicio (AUG, nucledétidos
1-3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos y, en
donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3 nucledtidos, al menos

4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15
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nucledtidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50,
nucleétidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucleétidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos del A, U o G del coddn de inicio (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID
NO: 2) del ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos.

[0088] En un aspecto de la presente invencién, entre 1y 173 nucledtidos del término 5°
del coddn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a estan
eliminados, sustituidos o invertidos y en donde entre 1 y 175 nucledtidos del término 5’
del codon de inicio (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3b estan
eliminados, sustituidos o invertidos. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un
IBV 0 una composicién inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 1 y 173 nucleotidos del término 5’ del coddn de inicio (AUG, nucledtido
1-3 SEQ ID NO: 1) del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos y en donde
entre 1y 175 nucledtidos del término 5’ del codon de inicio (AUG, nucleétidos 174-176
de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3b estan eliminados, sustituidos o invertidos.

[0089] La expresion “entre 1 y 173 nucledtidos del término 5’ del codon de inicio del
ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos” se refiere a una eliminacion,
sustitucion, o inversion de nucleétidos del ORF 3a del término 5, en donde el nucledtido
terminal 5’ (el A de AUG; nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) es el numero 1. Por lo
tanto, dicha expresion abarca las eliminaciones, sustituciones o inversiones del término
5’ de los nucledtidos 1a173,1a172,1a 171, 1a 170, 1 a 169 y asi seguido hasta de
1ab,de1a4,de1a3 de1a2yde1a. Porlotanto, debe entenderse que la
expresion “entre 1y 173 nucledtidos del término 5 del coddn de inicio del ORF 3a estan
eliminados, sustituidos o invertidos” abarca 173 variantes, en donde en la totalidad de
las 173 variantes el nucleotido terminal 5’ (el A de AUG se define como el niumero 1)
esta eliminado, sustituido o invertido.

[0090] La expresién “entre 1 y 175 nucledtidos del término 5’ del codén de inicio del
ORF 3b estan eliminados, sustituidos o invertidos” se refiere a una eliminacion,
sustitucion o inversién de los nucledtidos del ORF 3b del término &, en donde en
nucleotido terminal 5’ (el A de AUG; nucleodtidos 174-176 de la SEQ ID NO: 1) es el
numero 1. Por lo tanto, dicha expresion abarca las eliminaciones, sustituciones o

inversiones del término 5’ de los nucledtidos 1 a 175, 1a 174,1a173,1a172,1a 170
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y asi seguido hastade 1a5,de1a4,de1a3,de1a2yde1a1.Porlotanto, debe
entenderse que la expresion “entre 1y 175 nucledtidos del término 5’ del coddn de inicio
del ORF 3b estan eliminados, sustituidos o invertidos” abarca 175 variantes, en donde
en la totalidad de las 175 variantes el nucleétido terminal 5’ (el A de AUG se define como
el numero 1) esta eliminado, sustituido o invertido.

[0091] Es preferible que el IBV de la presente invencién comprenda una eliminacion,
sustitucion o inversion del término 5’ del ORF 3a de los nucleétidos 1 - 10, nucleétidos
1 - 20, nucledtidos 1 - 30, nucledtidos 1 - 40, nucledtidos 1 - 50, nucledtidos 1 - 60,
nucleétidos 1 - 70, nucledtidos 1 - 80, nucleétidos 1 - 90, nucledtidos 1 - 100, nucledtidos
1-110, nucledtidos 1 - 120, nucleotidos 1 - 130, nucleétidos 1 - 140, nucledtidos 1 - 150,
nucledtidos 1 - 160, nucledtidos 1 - 170, nucledtidos 1 - 173, en donde el nucledtido
terminal 5 (el A de AUG; nucleétido 1 de la SEQ ID NO: 1) es el numero 1, vy, es
preferible que el IBV de la presente invencion comprenda una eliminacion, sustitucion o
inversion del término 5 del ORF 3b de los nucledtidos 1 - 10, nucleédtidos 1 - 20,
nucleétidos 1 - 30, nucledtidos 1 - 40, nucleédtidos 1 - 50, nucledtidos 1 - 60, nucledtidos
1 - 70, nucledtidos 1 - 80, nucledtidos 1 - 90, nucledtidos 1 - 100, nucledtidos 1 - 110,
nucledtidos 1 - 120, nucledtidos 1 - 130, nucledtidos 1 - 140, nucledtidos 1 - 150,
nucleétidos 1 - 160, nucledtidos 1 - 170, nucledtidos 1 - 175, en donde el nucledtido
terminal 5’ (el A de AUG; nucleétidos 174 de la SEQ ID NO: 1) es el niumero 1.

[0092] En un aspecto de la presente invencién, entre 1 y 173 nucleétidos del A del
cododn de inicio (A de AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO: 1) o entre y 172 nucledtidos
del U del codén de inicio (U de AUG, nucleétido 2 de la SEQ ID NO: 1) o entre y 171
nucledtidos del G del coddn de inicio (G de AUG, nucleétido 3 de la SEQ ID NO: 1) del
OREF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos y en donde entre 1 y 175 nucleétidos
del A del codon de inicio (A de AUG, nucledtido 174 de la SEQ ID NO: 1) oentre 1y 174
nucledtidos del U del codén de inicio (U de AUG, nucledtido 175 de la SEQ ID NO: 1) o
entre 1 y 173 nucledtidos del G del codon de inicio (G de AUG, nucledtido 176 de la
SEQ ID NO: 1) del ORF 3b estan eliminados, sustituidos o invertidos. Por lo tanto, la
presente invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 1 y 173 nucledtidos del A del codon de inicio (A de AUG, nucledtido 1
de la SEQ ID NO: 1) o entre y 172 nucledtidos del U del coddn de inicio (U de AUG,
nucledtido 2 de la SEQ ID NO: 1) o entre 1y 171 nucleétidos del G del codon de inicio
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(G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a estan eliminados, sustituidos
o invertidos y en donde entre 1 y 175 nucleotidos del A del coddn de inicio (A de AUG,
nucleétido 174 de la SEQ ID NO: 1) o entre 1 y 174 nucledtidos del U del coddn de inicio
(U de AUG, nucleotido 175 de la SEQ ID NO: 1) o entre 1 y 173 nucleétidos del G del
codon de inicio (G de AUG, nucledtido 176 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3b estan
eliminados, sustituidos o invertidos.

[0093] Las expresiones “entre 1 y 171 nucledtidos”, “entre 1 y 172 nucledtidos”, “entre
1y 173 nucledtidos”, “entre 1 y 174 nucleédtidos” y “entre 1 y 175 nucleodtidos” han de
entenderse de acuerdo con las otras definiciones dadas con anterioridad. Por lo tanto,
dichas expresiones abarcan 171 variantes, 172 variantes, 173 variantes, 174 variantes
0 175 variantes. Las expresiones “del A del coddn de inicio”, “del U del coddn de inicio”
o “del G del coddn de inicio” definen los puntos de partida de la eliminacion, sustitucion
o inversion. La expresion “del A del coddn de inicio”, dada como ejemplo, define que la
eliminacién, sustitucion o inversién empieza del A del codén de inicio (AUG) y afecta al
A.

[0094] Es preferible que el IBV de la presente invencion comprenda una eliminacion,
sustitucién o inversion del A, U o G del coddn de inicio (AUG) del ORF 3a y el ORF 3b
de los nucledtidos 1 - 10, nucledtidos 1 - 20, nucledtidos 1 - 30, nucleétidos 1 - 40,
nucleétidos 1 - 50, nucledtidos 1 - 60, nucledtidos 1 - 70, nucledtidos 1 - 80, nucledtidos
1 - 90, nucledtidos 1 - 100, nucledtidos 1 - 110, nucledtidos 1 - 120, nucledtidos 1 - 130,
nucleétidos 1 - 140, nucledtidos 1 - 150, nucledtidos 1 - 160, nucledtidos 1 - 170.
[0095] En un aspecto de la presente invencion, entre 1 y 194 nucledtidos del término 5’
del coddn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan
eliminados, sustituidos o invertidos y en donde entre 1 y 191 nucledtidos del término 5’
del codon de inicio (AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5b estan
eliminados, sustituidos o invertidos. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un
IBV o0 una composicién inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 1y 194 nucledtidos del término 5’ del coddn de inicio (AUG, nucledtidos
1-3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos y en
donde entre 1 y 191 nucledtidos del término 5’ del codon de inicio (AUG, nucledtidos
195-197 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos.

[0096] La expresidn “entre 1 y 194 nucledtidos del término 5’ del codén de inicio del
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ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos” se refiere a una eliminacion,
sustitucion o inversion de los nucleétidos del ORF 5a del término 5, en donde el
nucleétido terminal 5’ (el A de AUG; nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) es el numero
1. Por lo tanto, dicha expresion abarca las eliminaciones, sustituciones o inversiones del
término 5’ de los nucleétidos 1 a 194, 1 a 193, 1a 192, 1 a 191, 1 a 190 y asi seguido
hastade1a5,de1a4,de1a3,de1a2yde1a.Porlotanto, debe entenderse que
la expresion “entre 1 y 194 nucledtidos del término 5’ del coddn de inicio del ORF 5a
estan eliminados, sustituidos o invertidos” abarca 194 variantes, en la totalidad de las
194 variantes el nucleétido terminal 5’ (el A de AUG se define como el nimero 1) esta
eliminado, sustituido o invertido.

[0097] La expresidn “entre 1 y 191 nucledtidos del término 5’ del codén de inicio del
ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos” se refiere a una eliminacion,
sustitucion o inversion de los nucleétidos del ORF 5b del término 5, en donde el
nucledtido terminal 5’ (el A de AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO: 2) es el
numero 1. Por lo tanto, dicha expresion abarca las eliminaciones, sustituciones o
inversiones del término 5’ de los nucledtidos 1 a 191, 1a 190, 1a 189, 1 a 188, 1 a 187
y asi seguido hastade 1a5,de1a4,de1a3,de1a2yde1a1.Porlotanto, debe
entenderse que la expresion “entre 1y 191 nucledtidos del término 5’ del coddn de inicio
del ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos” abarca 191 variantes, en donde
en la totalidad de las 191 variantes el nucleétido terminal 5’ (el A de AUG se define como
el numero 1) esta eliminado, sustituido o invertido.

[0098] Es preferible que el IBV de la presente invencidon comprenda una eliminacion,
sustitucion o inversion del término 5’ del ORF 5a de los nucleétidos 1 - 10, nucleétidos
1 - 20, nucledtidos 1 - 30, nucledtidos 1 - 40, nucledtidos 1 - 50, nucledtidos 1 - 60,
nucledtidos 1 - 70, nucledtidos 1 - 80, nucledtidos 1 - 90, nucledtidos 1 - 100, nucleotidos
1-110, nucledtidos 1 - 120, nucleotidos 1 - 130, nucleétidos 1 - 140, nucledtidos 1 - 150,
nucleétidos 1 - 160, nucledtidos 1 - 170, nucledtidos 1 - 180, nucledtidos 1 - 190,
nucleotidos 1 - 194, en donde el nucledtido terminal 5’ (el A de AUG, nucleétido 1 de la
SEQ ID NO: 2) es el numero 1, y, es preferible que el IBV de la presente invencién
comprenda una eliminacion, sustitucion o inversiéon de término 5’ del ORF 5b de los
nucleétidos 1 - 10, nucledtidos 1 - 20, nucleédtidos 1 - 30, nucledtidos 1 - 40, nucledtidos
1 - 50, nucledtidos 1 - 60, nucledtidos 1 - 70, nucledtidos 1 - 80, nucledtidos 1 - 90,
nucleétidos 1 - 100, nucledtidos 1 - 110, nucledtidos 1 - 120, nucledtidos 1 - 130,
nucleétidos 1 - 140, nucledtidos 1 - 150, nucledtidos 1 - 160, nucledtidos 1 - 170,

nucledétidos 1 - 180, nucledtidos 1 - 190, nucledtidos 1 - 191, en donde el nucledtido
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terminal 5’ (el A de AUG, nucledtido 195 de la SEQ ID NO: 2) es el nimero 1.

[0099] En un aspecto de la presente invencion, entre 1y 194 nucledtidos del A del codon
de inicio (A de AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO: 2) o entre 1y 193 nucledtidos del U
del coddén de inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO: 2) o entre 1y 192
nucledtidos del G del coddn de inicio (G de AUG, nucleétido 3 de la SEQ ID NO: 2) del
OREF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos y en donde entre 1 y 191 nucleétidos
del A del cododn de inicio (A de AUG, nucledtido 195 de la SEQ ID NO: 2) o entre 1y 190
nucleotidos del U del codon de inicio (U de AUG, nucleétido 196 de la SEQ ID NO: 2) o
entre 1 y 189 nucledtidos del G del codon de inicio (G de AUG, nucledtido 197 de la
SEQ ID NO: 2) del ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos. Por lo tanto, la
presente invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 1 y 194 nucledtidos del A del codon de inicio (A de AUG, nucledtido 1
de la SEQ ID NO: 2) o entre 1y 193 nucleétidos del U del coddn de inicio (U de AUG,
nucledtido 2 de la SEQ ID NO: 2) o entre 1y 192 nucleétidos del G del codon de inicio
(G de AUG, nucleétido 3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos
o invertidos y en donde entre 1 y 191 nucleotidos del A del coddn de inicio (A de AUG,
nucleotido 195 de la SEQ ID NO: 2) o entre 1y 190 nucleoétidos del U del codén de inicio
(U de AUG, nucledtido 196 de la SEQ ID NO: 2) o entre 1 y 189 nucleétidos del G del
codoén de inicio (G de AUG, nucledtido 197 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5b estan
eliminados, sustituidos o invertidos.

[00100] Las expresiones “entre 1y 189 nucleodtidos”, “entre 1 y 190 nucleétidos”, “entre
1y 191 nucledtidos”, “entre 1 y 192 nucledtidos”, “entre 1 y 193 nucleétidos”, “entre 1y
194 nucleétidos” han de entenderse de acuerdo con las otras definiciones dadas con
anterioridad. Dichas expresiones abarcan 189 variantes, 190 variantes, 191 variantes,
192 variantes, 193 variantes o 194 variantes. Las expresiones “del A del codén de inicio”,
“del U del codon de inicio” o “del G del codon de inicio” definen los puntos de partida de
la eliminacién, sustitucidén o inversion. La expresion “del A del coddn de inicio”, dada
como ejemplo, define que la eliminacion, sustitucion o inversion empieza del A del codén
de inicio (AUG) y afecta el A.

[00101] Es preferible que el IBV de la presente invencidon comprenda una eliminacion,
sustitucion o inversion del A, U o G del codon de inicio (AUG) del ORF 5a y del ORF 5b

de los nucledtidos 1 - 10, nucledtidos 1 - 20, nucledtidos 1 - 30, nucledtidos 1 - 40,
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nucledtidos 1 - 50, nucledtidos 1 - 60, nucledtidos 1 - 70, nucledtidos 1 - 80, nucledtidos
1 - 90, nucledtidos 1 - 100, nucledtidos 1 - 110, nucledtidos 1 - 120, nucledtidos 1 - 130,
nucleétidos 1 - 140, nucledtidos 1 - 150, nucledtidos 1 - 160, nucledtidos 1 - 170,
nucledtidos 1 - 180, nucledtidos 1 - 189.

[00102] En un aspecto de la presente invencién, al menos 174 nucledétidos, al menos
175 nucleotidos, al menos 176 nucledtidos, al menos 180, nucledtidos, al menos 190
nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250
nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 340
nucleotidos del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:
1) del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del ORF 3a y del ORF
3b. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 174 nucledtidos, al menos 175 nucledtidos, al menos 176
nucledtidos, al menos 180, nucleétidos, al menos 190 nucledtidos, al menos 200
nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucleétidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 340 nucledtidos del término 5’ del ORF
3a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del ORF 3a y del ORF 3b.

[00103] En un aspecto de la presente invencién, al menos 174 nucledétidos, al menos
175 nucledtidos, al menos 176 nucledtidos, al menos 180, nucledtidos, al menos 190
nucleétidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250
nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 340
nucleotidos del A, U o G del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1)
del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del ORF 3a y del ORF 3b.
Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composiciéon inmunogénica
que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 174 nucledtidos, al menos 175 nucledtidos, al menos 176
nucleétidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 190 nucledtidos, al menos 200
nucleétidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucleétidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 340 nucledtidos del A, U o G del codén
de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del ORF 3a y del ORF 3b.
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[00104] En un aspecto de la presente invencidn, al menos 195 nucledétidos, al menos
196 nucledtidos, al menos 197 nucledtidos, al menos 200, nucledtidos, al menos 210
nucleétidos, al menos 220 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250
nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucleétidos del término 5 del codén de inicio (AUG,
nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o
invertidos dentro del ORF 5a y del ORF 5b. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 195 nucledtidos, al menos 196 nucledtidos, al menos 197
nucleétidos, al menos 200, nucleétidos, al menos 210 nucledtidos, al menos 220
nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucleétidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 350 nucledtidos, al menos 380
nucleotidos del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:
2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del ORF 5a y del ORF
5b.

[00105] En un aspecto de la presente invencion, al menos 195 nucleoétidos, al menos
196 nucleotidos, al menos 197 nucledtidos, al menos 200, nucleotidos, al menos 210
nucleétidos, al menos 220 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250
nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucledtidos del A, U o G del codén de inicio (AUG, nucleétidos
1-3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro
del ORF 5a y del ORF 5b. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una
composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en
donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 195 nucledtidos, al menos 196 nucledtidos, al menos 197
nucleétidos, al menos 200, nucleétidos, al menos 210 nucledtidos, al menos 220
nucleétidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucleétidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 350 nucledtidos, al menos 380
nucleotidos del A, U o G del codon de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2)
del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del ORF 5a y del ORF 5b.
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[00106] En un aspecto de la presente invencién, entre 174 y 200 nucleétidos o entre
174 y 300 nucledtidos o entre 174 y 348 nucledtidos del término 5’ del codon de inicio
(AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o
invertidos dentro del ORF 3a y del ORF 3b. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 174 y 200 nucledtidos o entre 174 y 300 nucledtidos o entre 174 y 348
nucleotidos del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:
1) del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del ORF 3a y del ORF
3b.

[00107] En un aspecto de la presente invencion, entre 174 y 348 nucleotidos del A del
codon de inicio (A de AUG, nucleétido 1 de la SEQ ID NO: 1) o entre 173 y 347
nucleotidos del U del coddn de inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO: 1) o
entre 172 y 346 nucleétidos del G del codén de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la
SEQ ID NO: 1) del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del ORF 3a
y del ORF 3b. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 174 y 348 nucledtidos del A del codon de inicio (A de AUG, nucleétido 1
de la SEQ ID NO: 1) o entre 173 y 347 nucledtidos del U del coddn de inicio (U de AUG,
nucleétido 2 de la SEQ ID NO: 1) o entre 172 y 346 nucledtidos del G del coddn de inicio
(G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a estan eliminados, sustituidos
o invertidos dentro del ORF 3a y del ORF 3b.

[00108] En un aspecto de la presente invencion, entre 195 y 250 nucledtidos o entre
195 y 300 nucledtidos o entre 195 y 350 o entre 195 y 385 nucledtidos del término 5’ del
codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del ORF 5a y del ORF 5b. Por lo tanto, la presente
invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV
(virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 195 y 250 nucleétidos o entre 195 y 300 nucledtidos o entre 195 y 350
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o entre 195 y 385 nucledtidos del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3
de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del
ORF 5a y del ORF 5b.

[00109] En un aspecto de la presente invencién, entre 195 y 385 nucledtidos del A del
codon de inicio (A de AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO: 2) o entre 194 y 384
nucledtidos del U del codén de inicio (U de AUG, nucleétido 2 de la SEQ ID NO: 2) o
entre 193 y 383 nucledtidos del G del codén de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la
SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del ORF 5a
y el ORF 5b. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 195 y 385 nucledtidos del A del codon de inicio (A de AUG, nucleétido 1
de la SEQ ID NO: 2) o entre 194 y 384 nucledtidos del U del coddn de inicio (U de AUG,
nucleétido 2 de la SEQ ID NO: 2) o entre 193 y 383 nucledtidos del G del codon de inicio
(G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a estan eliminados, sustituidos
o invertidos dentro del ORF 5a y del ORF 5b.

[00110] En un aspecto de la presente invencion, al menos 1 nucleétido, al menos 2
nucleétidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al
menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25
nucleétidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100
nucleétidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucledtidos del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos, y, en donde al menos
1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos,
al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20
nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucleétidos, al menos 75
nucleétidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150
nucleétidos, al menos 170 nucledtidos del ORF 3b estan eliminados, sustituidos o
invertidos. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composicién
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3 nucledtidos, al
menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15

nucledtidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50,
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nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucleétidos, al menos 170 nucledtidos del ORF 3a estan
eliminados, sustituidos o invertidos, y, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2
nucledtidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucleétidos, al menos 5 nucledtidos, al
menos 10 nucleotidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25
nucledtidos, al menos 50, nucleodtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100
nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleétidos del ORF 3b estan eliminados, sustituidos o invertidos.

[00111] En un aspecto de la presente invencion, al menos 1 nucleétido, al menos 2
nucledtidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al
menos 10 nucleotidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25
nucleétidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100
nucleétidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucledtidos del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o
invertidos, y, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos del ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos. Por lo tanto, la
presente invencion proporciona un IBV o0 una composicion inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3 nucleétidos, al
menos 4 nucleotidos, al menos 5 nucleotidos, al menos 10 nucleétidos, al menos 15
nucleétidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50,
nucleétidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucleétidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucledtidos del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos y, en donde al menos
1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos,
al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20
nucleétidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75
nucleétidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150

nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190 nucledtidos del ORF 5b estan
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eliminados, sustituidos o invertidos.

[00112] En términos generales, la expresion “los nucledtidos del ORF 3a/3b/5a/5b estan
eliminados, sustituidos o invertidos” se refiere a una eliminacion, sustituciéon o inversion
de los nucleétidos que puede presentarse en cualquier parte dentro de dicho ORF. Por
lo tanto, dicha eliminacioén, sustitucion o inversion de los nucleétidos puede afectar
solamente el término 5’ de dicho ORF, solamente el término 3’ de dicho ORF o el resto
de los nucledtidos (excluyéndose el término 5’ y el término 3’) de dicho ORF o cualquiera
de sus combinaciones (tales como por ejemplo el término 5’ de dicho ORF y demas
nucleotidos o el término 3’ de dicho ORF y demas nucleétidos). Por lo tanto, la expresion
dada como ejemplo de “al menos 25 nucleétidos del ORF 3a/3b/5a/5b estan eliminados,
sustituidos o invertidos” significa que dichos 25 nucleétidos pueden eliminarse,
sustituirse o invertirse en cualquier parte dentro de dicho ORF sin limitacion en cuanto
a la localizacién de la eliminacion, sustitucion o inversiéon de los nucledtidos dentro de
dicho ORF. Ademas, la expresion dada como ejemplo de “entre 1y 173 nucleétidos del
ORF 3a estan eliminados, sustituidos o invertidos” significa que dichos nucleotidos
pueden eliminarse, sustituirse o invertirse en cualquier parte dentro de dicho ORF sin
limitacién en cuanto a la localizacion de la eliminacién, sustitucion o inversion de los
nucleétidos dentro de dicho ORF. Ademas, como se indicé con anterioridad, debe
entenderse que la expresion “entre 1 y 173 nucledtidos” abarca 173 variantes
(eliminaciones, sustituciones o inversiones de 1, 2, 3, 4 y asi en adelante hasta 171, 172
o 173 nucledtidos). Por lo tanto, debe entenderse que la expresion “entre 1 y 175
nucleotidos” abarca 175 variantes (eliminaciones, sustituciones o inversiones de 1, 2, 3,
4 y asi en adelante hasta 173, 174 o 175 nucledtidos), la expresion “entre 1 y 194
nucleotidos” abarca 194 variantes (eliminaciones, sustituciones o inversiones de 1, 2, 3,
4 y asi en adelante hasta 192, 193 o 194 nucleodtidos), la expresion “entre 1 y 90
nucleotidos” abarca 90 variantes (eliminaciones, sustituciones o inversiones de 1, 2, 3,
4 y asi en adelante hasta 88, 89 o 90 nucleétidos), la expresion “entre 1 y 191
nucleotidos” abarca 191 variantes (eliminaciones, sustituciones o inversiones de 1, 2, 3,
4 y asi en adelante hasta 189, 190 o 191 nucleétidos), la expresion “entre 1 y 348
nucleotidos” abarca 348 variantes (eliminaciones, sustituciones o inversiones de 1, 2, 3,
4 y asi en adelante hasta 346, 347 o 348 nucleotidos) y la expresion “entre 1 y 385
nucleotidos” abarca 385 variantes (eliminaciones, sustituciones o inversiones de 1, 2, 3,
4 y asi en adelante hasta 383, 384 o 385 nucledtidos).

[00113] En un aspecto de la presente invencion, entre 1 y 173 nucledtidos del ORF 3a

estan eliminados, sustituidos o invertidos, y, en donde entre 1y 175 nucleotidos del ORF
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3b estan eliminados, sustituidos o invertidos. Por lo tanto, la presente invencién
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 1 y 173 nucledtidos del ORF 3a estan eliminados, sustituidos o
invertidos, y, en donde entre 1 y 175 nucleétidos del ORF 3b estan eliminados,
sustituidos o invertidos.

[00114] En un aspecto de la presente invencion, entre 1 y 194 nucledtidos del ORF 5a
estan eliminados, sustituidos o invertidos y, en donde entre 1y 191 nucledtidos del ORF
5b estan eliminados, sustituidos o invertidos. Por lo tanto, la presente invencién
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 1y 194 nucledtidos del ORF 5a estan eliminados, sustituidos o invertidos
y, en donde entre 1 y 191 nucledtidos del ORF 5b estan eliminados, sustituidos o
invertidos.

[00115] En un aspecto de la presente invencion, entre 176 y 348 nucledtidos del ORF
3a y del ORF 3b estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del término 5 del
codon de inicio del ORF 3a y del coddn de inicio del ORF 3c. Por lo tanto, la presente
invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV
(virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 176 y 348 nucleotidos del ORF 3a y del ORF 3b estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codon de inicio del ORF 3a y del codén
de inicio del ORF 3c.

[00116] La expresion “dentro del término 5’ del codon de inicio del ORF 3a y del codoén
de inicio del ORF 3c” tal como se utiliza en la presente, debe entenderse como que dicha
eliminacion, sustitucion o inversion de los nucleotidos puede afectar (puede incluir) el
cododn de inicio del ORF 3a, en donde el coddn de inicio del ORF 3c no esta afectado
(esta excluido). Por lo tanto, la expresion del ORF 3c y/o la actividad de la proteina E no
esta afectada. Por lo tanto, la expresion “dentro del término 5’ del coddn de inicio del

ORF 3a y del codén de inicio del ORF 3c” se refiere a una eliminacion, sustitucion o
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inversion de los nucledtidos que puede presentarse en cualquier parte dentro de dichos
ORF siempre y cuando el codén de inicio del ORF 3c no sea afectado. Por lo tanto,
dicha eliminacion, sustitucion o inversion de los nucledtidos puede afectar solamente el
término 5’ del ORF 3a, solamente el término 3’ del ORF 3b (sin afectar el codén de inicio
del ORF 3c) o el resto de los nucleétidos (con la exclusion de dicho término 5’ y término
3’) de dicho ORF o cualquiera de sus combinaciones. Ademas, de lo que precede debe
entenderse que la expresion “entre 176 y 348 nucledtidos” abarca eliminaciones,
sustituciones o inversiones de 176, 177, 178 y asi en adelante hasta 346, 347 o 348
nucleétidos.

[00117] En un aspecto de la presente invencion, entre 176 y 348 nucledtidos del ORF
3a y del ORF 3b estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del término 5 del
cododn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a al nucleétido
348 de la SEQ ID NO: 1. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una
composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en
donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 176 y 348 nucledtidos del ORF 3a y del ORF 3b estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codon de inicio (AUG, nucleétidos 1-3
de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a hacia el nucleétido 348 de la SEQ ID NO: 1. Por lo
tanto, la inactivacion del ORF 3a y del ORF 3b no afecta la expresion del ORF 3c ni
tampoco la actividad de la proteina E. Por lo tanto, la expresion del ORF 3a y del ORF
3b (ARN 3a vy 3b y/o proteina 3a y proteina 2b) y/o la actividad de la proteina se reduce
(o se elimina) mientras que la expresion del ORF 3c y/o la actividad de la proteina E no
es afectada.

[00118] En un aspecto de la presente invencién, al menos 176 nucledtidos, al menos
180 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225, nucledtidos, al menos 250
nucleotidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 340 nucledtidos del ORF 3a y el ORF
3b estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codon de inicio del
OREF 3ay el codon de inicio del ORF 3c. Por lo tanto, la presente invencion proporciona
un IBV o una composiciéon inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 176 nucledtidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200
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nucledtidos, al menos 225, nucleétidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucleotidos, al menos 340 nucledtidos del ORF 3a y el ORF 3b estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codon de inicio del ORF 3a y el codén
de inicio del ORF 3c.

[00119] En un aspecto de la presente invencién, al menos 176 nucledétidos, al menos
180 nucleotidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225, nucleotidos, al menos 250
nucledtidos, al menos 300 nucleétidos, al menos 340 nucledtidos del ORF 3a y el ORF
3b estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del término 5 del codén de inicio
(AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a a nucleétido 348 de la SEQ ID
NO: 1. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 176 nucledtidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200
nucleétidos, al menos 225, nucleétidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucleotidos, al menos 340 nucleétidos del ORF 3a y el ORF 3b estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3
de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a a nucledtido 348 de la SEQ ID NO: 1. Por lo tanto, la
inactivacion del ORF 3a y del ORF 3b no afecta la expresion del ORF 3¢ ni tampoco la
actividad de la proteina E. Por lo tanto, la expresion de ORF 3a y del ORF 3b (ARN 3a
y 3b y/o proteina 3a y proteina 2b) y/o actividad de la proteina se reduce (o se elimina)
mientras que la expresion del ORF3c y/o la actividad de la proteina E no esta afectada.
[00120] En un aspecto de la presente invencion, entre 195 y 385 nucledtidos del ORF
5a y el ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codén
de inicio del ORF 5a y el coddn de inicio del ORF N. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 195 y 385 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codon de inicio del ORF 5a y el codén
de inicio del ORF N.

[00121] La expresion “dentro del término 5° del coddn de inicio del ORF 5a y el codon
de inicio del ORF N”, tal como se utiliza en la presente, debe entenderse como que dicha

eliminacién, sustitucion o inversion de los nucleétidos puede afectar (puede incluir) el
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codén de inicio del ORF 5a, en donde el cododn de inicio del ORF N no esta afectado
(esta excluido). Por lo tanto, la expresion del ORF N y/o la actividad de la proteina N no
se ve afectada. Por lo tanto, la expresion “dentro del término 5’ del coddn de inicio del
ORF 5a y el codon de inicio del ORF N” se refiere a una eliminacion, sustitucion o
inversion de los nucledtidos que puede presentarse en cualquier parte dentro de dichos
ORF siempre y cuando el codon de inicio del ORF N no sea afectado. Por lo tanto, dicha
eliminacién, sustitucion o inversion de los nucledtidos puede afectar solamente el
término 5’ del ORF 5a, solamente el término 3’ del ORF 5b (sin afectar el codon de inicio
del ORF N) o el resto de los nucleétidos (excluidos dichos término 5’ y término 3’) de
dicho ORF o cualquiera de sus combinaciones. Ademas, debe entenderse de lo que
precede que la expresiéon “entre 195 y 385 nucledtidos” abarca eliminaciones,
sustituciones o inversiones de 195, 196, 197 y asi en adelante hasta 383, 384 o 385
nucleétidos.

[00122] En un aspecto de la presente invencion, entre 195 y 385 nucledtidos del ORF
5a y el ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codén
de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a a nucleoétido 385 de la
SEQ ID NO: 2. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un IBV o una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde entre 195 y 385 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codon de inicio (AUG, nucleétidos 1-3
de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a a nucleoétido 385 de la SEQ ID NO: 2. Por lo tanto, la
inactivacion del ORF 5a y del ORF 5b no afecta la expresién del ORF N ni tampoco la
actividad de la proteina N. Por lo tanto, la expresion de ORF 5a y de OR 5b (proteina
ARN 5a y 5b y/o proteina 5a y proteina 5b) y/o la actividad de la proteina se reduce (se
o elimina) mientras que la expresion del ORF N y/o la actividad de la proteina N no se
ve afectada.

[00123] En un aspecto de la presente invencion, en donde al menos 195 nucleétidos,
al menos 200 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250, nucledtidos, al
menos 300 nucledtidos, al menos 350 nucledtidos, al menos 380 nucledtidos del ORF
5a y el ORF 5b estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codén
de inicio del ORF 5a y el codon de inicio del ORF N. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de

bronquitis infecciosa), en donde:

40



01-3188 PCT

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde en donde al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucleétidos, al menos 225
nucledtidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucleétidos del ORF 5a y el ORF 5b estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 5a y el codén
de inicio del ORF N.

[00124] En un aspecto de la presente invencion, al menos 195 nucledétidos, al menos
200 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250, nucledtidos, al menos 300
nucledtidos, al menos 350 nucleétidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y el ORF
5b estan eliminados, sustituidos o invertidos dentro del término 5 del coddn de inicio
(AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a a nucleétido 385 de la SEQ ID
NO: 2. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composiciéon
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225
nucleétidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b estan eliminados,
sustituidos o invertidos dentro del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3
de la SEQ ID NO: 2) del ORF 5a a nucledtido 385 de la SEQ ID NO: 2.

[00125] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 3a y el ORF 3b del término 5’
del coddn de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a al nucledétido
348 de la SEQ ID NO: 1 esta eliminado, sustituido o invertido. Por lo tanto, la presente
invencidn proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV
(virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 3ay el ORF 3b del término 5’ del codon de inicio (AUG, nucleétidos 1-
3 de la SEQ ID NO: 1) del ORF 3a al nucleottido 348 de la SEQ ID NO: 1 esta eliminado,
sustituido o invertido.

[00126] En un aspecto de la presente invencion, la secuencia de ARN indicada en la
SEQ ID NO:1 esta eliminada, sustituida o invertido dentro del ORF 3a y del ORF 3b. Por
lo tanto, la presente invencién proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que

comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:
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- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde la secuencia de ARN indicada en la SEQ ID NO:1 esta eliminado, sustituido o
invertido dentro del ORF 3a y el ORF 3b.

[00127] En un aspecto de la presente invencion, una secuencia de ARN que tiene una
identidad de al menos el 70% con respecto a la secuencia de ARN indicada en la SEQ
ID NO:1 esta eliminada, sustituida o invertida dentro del ORF 3a y del ORF 3b. Por lo
tanto, la presente invencion proporciona un IBV o una composicién inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde una secuencia de ARN que tiene una identidad de al menos 70% con respecto
a la secuencia de ARN indicada en SEQ ID NO:1 esta eliminada, sustituida o invertida
dentro del ORF 3ay el ORF 3b.

[00128] En un aspecto de la presente invencion, una secuencia de ARN que tiene una
identidad de al menos 70%, de al menos 75%, de al menos 80%, al menos 85%, al
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos del 99% respecto a una
secuencia de ARN indicada en la SEQ ID NO:1 esta eliminada, sustituida, o invertida
dentro del ORF 3a y del ORF 3b. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un IBV
0 una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa),
en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde una secuencia de ARN que tiene una identidad de al menos el 70%, de al
menos el 75%, de al menos el 80%, de al menos el 85%, de al menos el 90%, de al
menos el 91%, de al menos el 92%, de al menos el 93%, de al menos el 94%, de al
menos el 95%, de al menos el 96%, de al menos el 97%, de al menos el 98% o de al
menos el 99% respecto a la secuencia de ARN indicada en la SEQ ID NO:1 esta
eliminada, sustituida, o invertida dentro del ORF 3a y del ORF 3b.

[00129] Las expresiones “identidad” o “identidad de secuencia” se conocen en la
técnica y se refieren a una relacion entre dos o mas secuencias de polipéptidos o dos o
mas secuencias de polinucledtidos, a saber, una secuencia de referencia y una dada
secuencia a ser comparada con la secuencia de referencia. La identidad de la secuencia

se determina comparando la secuencia dada con la secuencia de referencia después
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de que las secuencias se hayan lineado éptimamente para producir la mayor similitud
de la secuencia, determinada por las cadenas de concordancia entre dichas secuencias.
Al tener lugar dicha alineacion, se determina la identidad de secuencias en una base de
posicién por posicion, por ejemplo, las secuencias son “idénticas” en una posicién
particular si en dicha posicion, los nucledtidos o residuos de aminoacidos son idénticos.
El numero total de identidades posicionales se divide seguidamente por numero total de
los nucledtidos o residuos en la secuencia de referencia de manera de obtener una dada
identidad porcentual de secuencias. La identidad de secuencias puede calcularse
facilmente mediante métodos conocidos, los que incluyen, entre otros, los descritos en:
Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., ed., Oxford University Press, New York
(1988), Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic
Press, New York (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin, AM., y
Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular
Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov,
M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New York (1991); y Carillo, H., y Lipman, D.,
SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988), cuyas ensefianzas incorporan en la presente
como referencia. Los métodos preferidos para determinar una identidad de secuencias
estan disefiados para proveer la mayor concordancia posible entre las secuencias
testeadas. Hay métodos para codificar una identidad de secuencias en programas de
computadora publicamente disponibles que determinan una identidad de secuencias
entre secuencias dadas. Los ejemplos de tales programas incluyen sin invitacion; el
paquete de programa GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research, 12(1):387
(1984)), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410
(1990). El programa BLASTX ha sido puesto a disposicion del publico por NCBI y por
otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894,
Altschul, S. F. et al.,, J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990), cuyas ensefianzas se
incorporan en la presente como referencia). Estos programas alinean de manera 6ptima
secuencias utilizando ponderaciones de brecha por defecto para producir el mayor nivel
posible de identidad de secuencias entre las secuencias dadas y las secuencias de
referencia. Como ilustracion, mediante un polinucleétido que tiene una secuencia de
nucleotidos que tiene una “identidad de secuencias” de por lo menos, por ejemplo, el
85%, preferentemente el 90%, mas del 95%, se da a entender que la secuencia de
nucleodtidos del polinucledtido dado es idéntica a la secuencia de referencia con la
salvedad que la secuencia de polinucledtidos dada puede incluir hasta 15,

preferentemente hasta 10, mas preferentemente hasta 5 mutaciones de punto por cada
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100 nucledtidos de la secuencia de nucleétidos de referencia. En otras palabras, en un
polinucledtido que tiene una secuencia de nucleétidos con una identidad de al menos
85%, preferentemente hasta el 90%, mas preferentemente aun del 95%, respecto a la
secuencia de nucleotidos de referencia, hasta el 15%, preferentemente el 10%, mas
preferentemente el 5% de los nucledtidos en la secuencia de referencia pueden estar
eliminados o sustituidos con otro nucleotido, o un nimero de los nucleétidos de hasta el
15%, preferentemente 10%, mas preferentemente el 5% de la totalidad de los
nucleodtidos en la secuencia de referencia puede estar insertado en la secuencia de
referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia pueden tener lugar en las
posiciones terminales 5' o 3' de la secuencia de nucleétidos de referencia o en cualquier
parte entre estas posiciones terminales, interdispersas sea individualmente entre los
nucleotidos en la secuencia de referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de la
secuencia de referencia. Analogamente, mediante un polipéptido que tiene una dada
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos, el 85%, preferentemente el 90%,
mas preferentemente aun, el 95% de identidad secuencial con respecto a una secuencia
de aminoacidos de referencia, se da a entender que la dada secuencia de aminoacidos
es idéntica a la secuencia de referencia con excepcion de que la dada secuencia de
polipéptidos puede incluir hasta 15, preferentemente hasta 10, mas preferentemente
aun hasta 5 alteraciones de aminoacidos por cada 100 aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos de referencia. Dicho con otras palabras, para tener una dada secuencia
polipéptidica que tiene al menos el 85%, preferentemente el 90%, mas preferentemente
aun, el 95% de identidad de secuencias con una secuencia de aminoacidos de
referencia, hasta un 15%, preferentemente hasta un 10%, mas preferentemente aun
hasta un 5% de los residuos de aminoacidos en la secuencia de referencia pueden estar
eliminados o sustituidos con otro amino&cido, o un numero de aminoacidos de hasta el
15%, preferentemente hasta el 10%, mas preferentemente hasta el 5% del nimero total
de residuos de aminoacidos en la secuencia de referencia puede estar insertado en la
secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden tener
lugar en las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia de aminoacidos de
referencia o en cualquier lugar entre estas posiciones terminales, interdispersos sea
individualmente entre los residuos en la secuencia de referencia o en el uno o mas
grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Es preferible que las posiciones
de residuos que no sean idénticas difieran en sustituciones conservadoras de
aminoacidos. Sin embargo, las sustituciones conservadoras no estan incluidas como

una concordancia cuando se determine una identidad de secuencias.
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[00130] En la presente se usan de manera intercambiable las expresiones “identidades
de la expresion”, “identidad de secuencia” y “porcentaje de identidad”. Para los fines de
la presente invencion, se define en la presente que para determinar el porcentaje de
identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acido nucleico, las
secuencias se alinean para fines de comparacion 6ptimos (por ejemplo, se pueden
introducir brechas en la secuencia de un primer aminoacido o acido nucleico para una
alineacion optima con una segunda secuencia de aminoacidos o de acido nucleico). A
continuacion, se comparan los residuos de aminoacidos o nucledtidos en las
correspondientes posiciones de aminoacidos o nucleétidos. Cuando una posicion en la
primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminodacido o nucleétido como
la posicidon correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son
idénticas en esta posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una
funcion del numero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, %
identidad = numero de posiciones idénticas/numero total de posiciones (es decir,
posiciones superpuestas) x 100). Es preferible que las dos secuencias sean de la misma
longitud.

[00131] Puede realizarse una comparacioén de secuencias a lo largo de las longitudes
completas de las dos secuencias que se comparan o sobre un fragmento de las dos
secuencias. Tipicamente, la comparacién se llevara a cabo en toda la longitud de las
dos secuencias que se comparan. Sin embargo, la identidad de secuencia puede
llevarse a cabo sobre una regién de, por ejemplo, veinte, cincuenta, cien o mas residuos
de aminoacidos contiguos.

[00132] El experto en la técnica sera consciente del hecho de que se hallan a
disposicion diferentes programas de computadora para determinar la homologia entre
dos secuencias. Por ejemplo, puede llevarse a cabo una comparacion de secuencias y
la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias usando un algoritmo
matematico. En una forma de realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos
secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos se determina usando el algoritmo de
Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-453 (1970)) que se incorpor6 en el
programa GAP en el paquete de software Accelrys GCG (disponible en
http://www.accelris.com/products/gcg/), usando ya sea la matriz Blosum 62 o una matriz
PAM250 y un peso de brecha de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso en largo de 1, 2, 3,
4,5 o0 6. El experto en la técnica apreciara que todos estos diferentes parametros daran
resultados ligeramente diferentes pero que todo el porcentaje de identidad de dos

secuencias no se altera significativamente cuando se usan diferentes algoritmos.
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[00133] Las secuencias de proteinas o las secuencias de acidos nucleicos de la
presente invencidn también se pueden usar como “secuencia de consulta” para llevar a
cabo una busqueda contra las bases de datos publicas, por ejemplo, para identificar
otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Estas busquedas se pueden
llevar a cabo usando los programas BLASTN y BLASTP (version 2,0) de Altschul, et al.
(1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Las busquedas de proteinas BLAST se pueden llevar a
cabo con el programa BLASTP, puntaje = 50, largo de palabra = 3 para obtener
secuencias de aminoacidos homoélogas a las moléculas de proteinas de la invencion.
Para obtener alineaciones de brecha con fines comparativos, se puede utilizar Gapped
BLAST como se describe en Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-3402.
Cuando se utilizan programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar los parametros
por defecto de los respectivos programas (por ejemplo, BLASTP y BLASTN). Ver el sitio
web del National Center for Biotechnology Information en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
[00134] En un aspecto de la presente invencion, el ORF 5a y el ORF 5b desde el
término 5’ del codon de inicio (AUG, nucleodtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al
nucledtido 385 de la SEQ ID NO:2 se elimina, sustituye o invierte. De esta manera, la
presente invencion proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que
comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde el ORF 5a y el ORF 5b desde el término 5’ del coddn de inicio (AUG,
nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucledtido 385 de la SEQ ID NO:2
se elimina, sustituye o invierte.

[00135] En un aspecto de la presente invencién, la secuencia de ARN como se
establece en la SEQ ID NO:2 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a y el ORF
5b. De esta manera, la presente invencién proporciona un IBV o una composicion
inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:2 se elimina,
sustituye o invierte dentro del ORF 5a y el ORF 5b.

[00136] En un aspecto de la presente invencion, un ARN que tiene al menos el 70% de
identidad con la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:2 se elimina,
sustituye o invierte dentro del ORF 5a y el ORF 5b. De esta manera, la presente

invencién proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV
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(virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70% de identidad con la
secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:2 se elimina, sustituye o invierte
dentro del ORF 5a y el ORF 5b.

[00137] En un aspecto de la presente invencién, una secuencia de ARN que tiene al
menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%,
al menos el 91%, al menos el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%,
al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad
con la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:2 se elimina, sustituye o
invierte dentro del ORF 5a y el ORF 5b. De esta manera, la presente invencion
proporciona un IBV o una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados,

en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos el 75%, al menos
el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos el 92%, al menos
el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos
el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como se establece en
la SEQ ID NO:2 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a y el ORF 5b.
[00138] En un aspecto de la presente invencion, la proteina E tiene una secuencia de
aminoacidos del genotipo QX, Beaudette, H120 o H52 o una secuencia que tiene al
menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%,
al menos el 91%, al menos el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%,
al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99% o al menos el
99,5% de identidad de secuencia con al menos uno de los genotipos antes
mencionados.

[00139] En un aspecto de la presente invencion, la proteina E tiene una secuencia de
aminoacidos como se muestra para KM586818 (QX), AJ311317 (Beaudette), FJ807652
(H120) o la SEQ ID NO: 38 (H52) o una secuencia que tiene al menos el 70%, al menos
el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad de

secuencia con al menos una de las secuencias antes mencionadas.
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[00140] En un aspecto de la presente invencion, el IBV esta atenuado.

[00141] El término “atenuado” se refiere a un patdgeno que tiene una virulencia
reducida en comparacion con el aislado de tipo salvaje. En la presente invencioén, un
IBV atenuado es uno en el que la virulencia se redujo, de modo que no cause signos
clinicos de una infeccién por IBV, pero es capaz de inducir una respuesta inmune en el
blanco animal, pero también puede significar que los signos clinicos se reducen en
incidencia o severidad en animales infectados con el IBV atenuado en comparacién con
un “grupo control” de animales infectados con IBV no atenuado y que no recibe el virus
atenuado. En este contexto, la expresion “reducir/reducido” significa una reduccion de
al menos el 10%, con preferencia, el 25%, con mayor preferencia aun, el 50%, con
mayor preferencia aun, 60%, con mayor preferencia aun, el 70%, con mayor preferencia
aun, el 80%, con mayor preferencia aun, el 90%, con mayor preferencia aun, el 95% y
con maxima preferencia, de 100% en comparacion con el grupo de control infectado con
IBV no atenuado como se definié con anterioridad. De esta manera, una cepa de IBV
atenuado es una que es apropiada para la incorporacion en una composicion
inmunogénica que comprende un IBV vivo modificado.

[00142] De esta manera, la presente invencion proporciona un IBV atenuado o una
composicion inmunogénica que comprende un IBV atenuado (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

[00143] De esta manera, la presente invencion proporciona un IBV atenuado o una
composicion inmunogénica que comprende un IBV atenuado (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF 3b estan inactivados.

[00144] De esta manera, la presente invencion proporciona un IBV atenuado o una
composicion inmunogénica que comprende un IBV atenuado (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

[00145] De esta manera, la presente invencion proporciona un IBV atenuado o una
composiciéon inmunogénica que comprende un IBV atenuado (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 3a y el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

Virus inactivado

[00146] En un aspecto de la presente invencion, el IBV de la presente invencion fue
inactivado resultando en virus inactivados enteros. De esta manera, la presente

invencion también se refiere a una composiciéon inmunogénica que comprende un IBV
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inactivado, en donde:

- el ORF 3a; y/o

- el ORF 3b; y/o

- el ORF 53; y/o

- el ORF 5b esta inactivado.

[00147] En otro aspecto de la presente invencion, el IBV de la presente invencion fue
inactivado resultando en virus inactivados enteros. De esta manera, la presente
invencion también se refiere a una composicion inmunogénica que comprende:

- un IBV inactivado, en donde el ORF 3a y el ORF 3b estan inactivados; o

- un IBV inactivado, en donde el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- un IBV inactivado, en donde el ORF 3a y el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan
inactivados.

[00148] Cualquier método de inactivacion convencional se puede usar con fines de la
presente invencion. De esta manera, la inactivacion se puede llevar a cabo por medio
de tratamientos quimicos y/o fisicos que son conocidos por los expertos en la técnica.
Los métodos de inactivacion preferidos incluyen la adicién de etilenimina binaria ciclada
(BEI) incluyendo la adiciéon de una solucion de bromhidrato de 2-bromoetilenamina
(BEA), que se cicld en etilenimina binaria (BEI). Los otros agentes quimicos de
inactivacion preferidos comprenden, entre otros, Triton X-100, desoxicolato de sodio,
bromuro de cetiltrimetilamonio, B-Propiolactona, timerosal, fenol y formaldehido
(formalina). Sin embargo, la inactivacion también puede comprender una etapa de
neutralizacion. Los agentes de neutralizacion preferidos incluyen, entre otros, tiosulfato
de sodio, bisulfito de sodio, y similares.

[00149] Las condiciones de inactivacion de formalina preferidas incluyen concentracion
de formalina entre de aproximadamente el 0,02% (v/v) - 2,0% (v/v), con mayor
preferencia, de aproximadamente el 0,1% (v/v) - 1,0% (v/v), con mayor preferencia aun,
de aproximadamente el 0,15% (v/v) - 0,8% (v/v), con mayor preferencia aun, de
aproximadamente el 0,16% (v/v) - 0,6% (v/v) y con maxima preferencia, de
aproximadamente el 0,2% (v/v) - el 0,4% (v/v). El tiempo de incubaciéon depende de la
resistencia del IBV. En general, el proceso de inaccion se lleva a cabo hasta que no se
pueda detectar un crecimiento del IBV en un sistema de cultivo apropiado.

[00150] Con preferencia, el IBV inactivado de la presente invencion es formalina
inactivada, con preferencia, usando las concentraciones como se describid con
anterioridad en la presente.

[00151] EI IBV inactivado de la invencion se puede incorporar en liposomas usando
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tecnologia conocida como la descrita en Nature, 1974, 252, 252-254 o Journal of
Immunology, 1978, 120, 1109-13. En otra forma de realizacion de la invencion, el IBV
inactivado de la invencion se puede conjugar con compuestos biolégicos apropiados
tales como polisacaridos, péptidos, proteinas, o similares o una de sus combinaciones.
[00152] En un aspecto de la presente invencion, el IBV esta genéticamente manipulado
por ingenieria.

[00153] La expresion “genéticamente manipulado por ingenieria” se refiere a un 1BV
que fue mutado usando enfoques de “genética inversa”. Con preferencia, el IBV de
acuerdo con la presente invencion fue manipulada por genética. La técnica de genética
inversa implica la preparacion de ARM virales recombinantes sintéticos. Sin embargo,
las técnicas de “genética inversa” son bien conocidas por los expertos en la técnica.
[00154] En un aspecto de la presente invencidn, el IBV es un IBV recombinante.
[00155] El término “recombinante” como se usa en la presente se refiere a un genoma
de ARN (o secuencia o proteina de ARN) que tiene modificaciones que no se producen
naturalmente en el correspondiente genoma de ARN (o secuencia o proteina de ARN).
Por ejemplo, un genoma de ARN (o secuencia o proteina de ARN) se considera
‘recombinante” si contiene una insercion, eliminacién, inversion, relocacién o una
mutacion puntual introducida artificialmente, por ejemplo, por intervencién humana. En
consecuencia, la secuencia genomica de ARN (o secuencia o proteina de ARN) no esta
asociada con todas o una porcion de las secuencias (secuencia de ARN o secuencia de
aminoacido de la proteina) con la que se asocia naturalmente. El término “recombinante”
como se usa con respecto a un virus implica un virus producido por manipulacion
artificial del genoma viral. La expresion “virus recombinante” comprende virus
genéticamente modificados.

Cepas de IBV

[00156] Las cepas de IBV se pueden clasificar por serotipo y genotipo. La clasificacion
de serotipos implica el tratamiento del virus con anticuerpos neutralizantes, mientras
que la clasificacion de genotipos implica la examinacién de la secuencia de la proteina
S1 (spike). Sin embargo, las diferentes cepas de IBV son bien conocidas por los
expertos en la técnica. El virus de bronquitis infecciosa se descubrié por primera vez en
los Estados Unidos en la década de 1930. El primer serotipo de IBV identificado era
Massachusetts, pero en los Estados Unidos, fueron identificados varios serotipos,
incluyendo Arkansas y Delaware, ademas del tipo Massachusetts identificado
originalmente.

[00157] La cepa de IBV Beaudette es del tipo Massachusetts y se derivo después de al
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menos 150 pasajes en embriones de pollo. La cepa de IBV Beaudette se aislo
originalmente por Beaudette y Hudson (J. Am. Vet. Med. A. 90, 51-60, 1937) y se paso6
varios cientos de veces en embriones de pollo, se menciona comunmente como una
cepa “adaptada al embrién de pollo” o “adaptado al huevo”. Otra cepa de IBV de tipo
Massachusetts ademas de Beaudette son H120, H52 y M41.

[00158] IB QX se describid como aislado de campo virulento de IBV que se habia
aislado originalmente en China. Sin embargo, el virus ha pasado a Europa y se identificd
en partes de Europa occidental, predominantemente en los Paises Bajos, pero también
en Alemania, Francia, Bélgica, Dinamarca y en el Reino Unido. El serotipo QX se
describi6 en varios paises en Asia y Africa.

[00159] Otra cepa de IBV es el genotipo 4/91 que también se denomina cominmente
793B.

[00160] Las cepas designadas “Italien-02” o “Italy-02” fueron aisladas a fines de 1990
en ltalia. El analisis de secuencia de uno de estos aislados fue publicado en el afio 2002
(NCBI-BLAST, numero AJ457137). Sin embargo, estudios han mostrado que esta cepa
Italian-02 esta extendida en Europa y que, ademas de la cepa variante de IBV 4/91, se
volvié uno de los genotipos mas predominantes en el Reino Unido, Espafia, Francia y
Los Paises Bajos.

[00161] Por otra parte, también se han identificado en Europa las cepas D274,
B1648/D8880, D1466, V1397 y Arkansas.

[00162] En un aspecto de la presente invencion, el IBV tiene un genotipo seleccionado
de una lista de cepas que contienen: Arkansas (tal como Arkansas 99), California (tal
como California 1734/04, California 99), Connecticut, Delaware (tal como Delaware 98),
Dutch (tal como D207, D212, D274, D3128, D3896, D8880, D1466), Florida, Georgia
(tal como Georgia GA-O8, GA-12, GA-13), Gray, Holte, lowa (tal como lowa 97 y lowa
69), ltaly (tal como Italy 02), JMK, Maine (tal como Maine 209), Massachusetts (tal como
M41, Beaudette, 246 G, D 580, H52, H120), Pennsylvania (tal como Pennsylvania
1220/98, Pennsylvania Wolg/98), Qu, (tal como Qu-mv), QX (tal como GB341/96), Q1,
SE 17, Variant 2 (tal como 1S/1494/06) y 4/91(793B).

[00163] En un aspecto de la presente invencion, el IBV es de genotipo QX,
Massachusetts, 4/91, Q1 o Italy 02.

[00164] En un aspecto de la presente invencion, el genotipo QX se selecciona de una
lista que contiene: FR-L1450T-05, FR-L1450L-05, NL-L1449T-04, NL-L1449K-04,
IBV/Ck/SP/170/09, IBV/Ck/SP/79/08, IBV/Ck/ISP/248/09, HBN, IBVQX, LX4, BJQ,
CK/CH/LGD/03, GB341/96.
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[00165] En un aspecto de la presente invencidn, el genotipo Massachusetts se
selecciona de una lista que contiene: H120, H52, Spain/98/308, IBMA5-1, SD/97/01,
Beaudette, Spain/96/334, M41-M21883.

[00166] En un aspecto de la presente invencion, el genotipo 4/91 se selecciona de una
lista que contiene: Spain/98/328, Spain/92/35, IR-3654-VM, FR-CR88061-88, FR-
85131-85, UK-1233-95, UK/3/91, Spain/00/336, UK/7/91, 4/91 patogénico, 4/91
atenuado, 1B4-91.

[00167] En un aspecto de la presente invencion, el genotipo Q1 se selecciona de una
lista que contiene: CK/CH/LDL/98I, CK/CH/LSD/08-10, J2, Q1, AROBER22, AR0O8BA21,
Chile-295-10.

[00168] En un aspecto de la presente invencion, el genotipo Italy 02 se selecciona de
una lista que contiene: Spain/99/316, Italy-02, UK-L633-04, 1t-497-02, Spain/05/866,
Spain/04/221, Spain/00/337, Spain/155/09, Spain/03/08.

[00169] En un aspecto de la presente invenciodn, el IBV es del genotipo Massachusetts
cepa H52.

[00170] En un aspecto de la presente invencion, el H52 es H52U.

[00171] En un aspecto de la presente invencion, el H52 tiene una secuencia de
nucleoétidos como se muestra para EU817497 o una secuencia que tiene al menos el
95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99% o al menos
el 99,5% de identidad de secuencia con ella.

[00172] En un aspecto de la presente invencidn, la cepa de H52 tiene una proteina
spike (S1) que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra para AF352315 o
una secuencia que tiene al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos
el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad de secuencia con ella.
[00173] En un aspecto de la presente invencion, la cepa de H52 tiene una proteina de
nucleocapside (N) tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra para
AY044185 o AF352310 o una secuencia que tiene al menos el 95%, al menos el 96%,
al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad
de secuencia con al menos una de las secuencias antes mencionadas.

[00174] En un aspecto de la presente invencion, la cepa de H52 tiene una proteina de
envoltura (E) que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra para AF317210
0 una secuencia que tiene al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al
menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad de secuencia con
ella.

[00175] En un aspecto de la presente invencion, la cepa de H52 tiene una proteina de
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glucoproteina de membrana (M) que tiene una secuencia de aminoacidos como se
muestra para AF286185 o una secuencia que tiene al menos el 95%, al menos el 96%,
al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad
de secuencia con ella.

[00176] Es de conocimiento general para un experto en la técnica como obtener
cualquier cepa de IBV. Las cepas de IBV se pueden adquirir en comercios, obtener de
institutos cientificos o los genomas se pueden sintetizar por sintesis como ADN
complementario, ya que las cepas de IBV fueron secuenciadas y las secuencias fueron
publicadas y, asi, son asequibles. Por otra parte, las cepas de IBV se pueden aislar del
campo. Los métodos para aislar cepas de IBV, y para caracterizar las cepas de IBV son
bien conocidos por los expertos en la técnica. Valter Leonardo de Quadros 2011
(Dissertation, Das Infektidse Bronchitis Virus (IBV): Molekularbiologische
Untersuchungen zur Diagnostik und zum Vorkommen sowie zur Patogenitat des
Genotyps IBV QX in spezifisch patogenfreien (SPF) Broilern, Freie Universitat Berlin),
Worthington et al 2009 (Avian Pathology 37(3), 247-257), Liu et al 2009 (Virus Genes
38: 56-65), Dolz et al 2006 (Avian Pathology 35 (2): 77-85), Farsang et al 2002 (Avian
Pathology 31: 229-236) y Feng et al 2014 (Virus Genes 49: 292-303) describen cémo
aislar y diferenciar distintas cepas de IBV.

[00177] Como ejemplo, es de conocimiento general para un experto en la técnica como
obtener H52 de IBV. Las cepas H52 de IBV se pueden adquirir en comercios, tales
como, por ejemplo, Nobilis IB H52 (MSD Animal Health), AviPro IB H52 (Lohmann
Animal Health GmbH & Co. KG), Bronchovac (Ceva) y similares. Ademas, McDonald et
al 1980 (Avian Pathology 9:245-259) revelan que H52 de IBV se puede obtener por
Central Veterinary Laboratory Rotterdam, Kusters (J. gen Virol 68:343-352) revelan que
H52 de IBV se puede obtener por el Poultry Health Institute Dorn en los Paises Bajos
(que ahora es Deventer Institute; H52 de IBV se puede obtener en Deventer) y Chen et
al 2007 (Avian Pathology 36(4):269-274) revelan que H52 de IBV se puede obtener por
el China Institute of Veterinary Drug Control. Por otra parte, H52 de IBV se usa como
cepa de vacuna desde hace décadas (Bijlenga et al 2004, Avian Pathology 33 (6): 550-
557) y, en consecuencia, se puede hallar y aislar del campo. Los métodos para aislar
cepas de H52 de IBV y para caracterizar las cepas de H52 de IBV son bien conocidos
por los expertos en la técnica. Como ejemplo, las cepas H52 de IBV se pueden
caracterizar como se describe en Zwaagstra et al 1992 (J. Clin. Microbiol. 30 (1): 79-84),
Handberg et al 1999 (Avian Pathology 28: 327-335) o Callison et al 2006 (Journal of
Virological Methods 138: 60-65). Zwaagstra et al 1992 y Handberg et al 1999, por
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ejemplo, revelan cebadores especificos de Massachusetts (para la proteina S y N,
respectivamente) para secuenciacion por RT-PCR y secuencias de referencia para
comparacion.

[00178] Ademas, la expresion “IBV” pretende comprender numerosos serotipos de IBV
que fueron aislados y caracterizados, incluyendo (entre otros): B/D207/84; B/D274/84;
B/UK 167/84; B/UK142/86; E D3S96/84; E/UK 123/82; Brazil/BRI/USP-73/09; 793B/4-
91/91; FR/CR88121 88; China/Q1/98; Chka/LDL971 97 aaz09202; CAV/CAV9437/95;
CAV/CAV1 86/95; CAV/CAV56b 91; PA/Wolgemnth/98; PA/i 71/99; C /557/03 SI;
vacuna JAA/04 SI; HN99 SI; N1/62/SI; GAGS SI GU301925; Ark/ArkDPI 81 SI;
Ark/Ark99/73; CAL99/CAL99/99 SI; CAL99/NE15172/95 SI; Holte/Holte/54;
JMK/JMK/64; Gray/Gray/60; lowa/lowa609/56; Ca 1737/04 Sl; DMA/5642/06 SI;
GAO07/GA07/07 Si; QX/QXIBV/99; Mass/H52/ Sl; Mass/Hi 20/ Sl; Mass/Mass41/41 S,
vacuna Cofln/Corm46/51 SI: FL/FL i 8288/71; DE DE072/92 S| vaccine; GA98/Q470/98
Sl; y Dutch/D 1466/81.

[00179] Otros ejemplos de tipicas cepas de referencia y los nimeros de acceso a la
base de datos de secuencias de nucleétidos de sus secuencias génicas spike son M41
(serotipo Massachusetts; X04722), NUD274/78 (serotipo D274; X15832),
USA/Arkansas 99 (serotipo Ark 99; L10384), Belgium/B1648 (serotipo B1648; X87238),
USA (DE)/072/92 (serotipo DE072; U77298), US (GA)/0470/98 (serotipo Georgia 98;
AF274437), Ut14/91 (serotipo 793B1; AF093794), USA/Connecticut (serotipo
Connecticut; L18990) y NL/D1466 (serotipo D1466; M21971).

[00180] En un aspecto de la presente invencion, la composicion inmunogénica es una
vacuna. El término “vacuna” ya fue descrito en otra parte en la presente. Sin embargo,
en un caso en el que el huésped muestra una respuesta inmunoldgica de modo que la
resistencia a una nueva infeccion se mejore y/o la gravedad clinica de la enfermedad se
reduzca, la composicién inmunogénica se describe como una “vacuna”.

[00181] En un aspecto de la presente invencion, la composicion inmunogénica
comprende un portador farmacéuticamente aceptable.

[00182] La expresion “portador farmacéuticamente aceptable” incluye todos y
cualquiera de los solventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes
estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifungicos,
agentes isotonicos, agentes que demoran la absorcion, adyuvantes,
inmunoestimulantes y sus combinaciones.

[00183] Los “diluyentes” pueden incluir agua, solucion salina, dextrosa, etanol, glicerol,

y similares. Los agentes isotdnicos pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol,
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sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen albumina y sales alcalinas de
acido etilendiamintetracético, entre otros.

[00184] En un aspecto de la presente invencion, el portador farmacéuticamente
aceptable es solucion salina tamponada con fosfato.

[00185] Con preferencia, la composicidon inmunogénica también comprende
estabilizantes de gelatina de sacarosa.

[00186] En un aspecto de la presente invencion, el portador farmacéuticamente
aceptable es quitosano.

[00187] El quitosano es un polisacarido desacetilado natural de quitina en crustaceos
(por ejemplo, camarén, cangrejo), insectos y otros invertebrados. Recientemente, Rauw
et al. 2009 (Vet Immunol Immunop 134:249-258) demostrd que el quitosano mejoraba
la respuesta inmune celular de vacuna de enfermedad Newcastle viva y promovia su
efecto protector. Ademas, Wang et al., 2012 (Arch Virol (2012) 157:1451-1461) mostré
resultados que revelaban el potencial de quitosano como un adyuvante para usar en
una vacuna de gripe atenuada viva.

[00188] Con preferencia, la composicidon inmunogénica también puede incluir uno o
varios otros agentes inmunomoduladores tales como, por ejemplo, interleuquinas,
interferones u ofras citoquinas. Las cantidades y concentraciones de adyuvantes y
aditivos utiles en el contexto de la presente invencién se pueden determinar con facilidad
por el experto en la técnica.

[00189] En algunos aspectos, la composicion inmunogénica de la presente invencion
contiene un adyuvante. “Adyuvantes”, como se usa en la presente, pueden incluir
hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio, saponinas, por ejemplo, Quil A, QS-21
(Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc.,
Birmingham, AL), emulsién de agua en aceite, emulsion de aceite en agua, emulsion de
agua en aceite en agua. La emulsion se puede basar en particular en aceite parafinico
liquido liviano (tipo de Pharmacopea Europea); aceite de isoprenoide tales como
escualano o escualeno; aceite resultante de la oligomerizacion de alquenos, en
particular de isobuteno o deceno; ésteres de acidos o de alcoholes que contienen un
grupo alquilo lineal, mas en particular, aceites vegetales, oleato de etilo, di-
(caprilato/caprato) de propilenglicol, tri-(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de
propilenglicol; ésteres de acidos grasos ramificados o alcoholes, en particular ésteres
de acido isoestearico. El aceite se usa en combinacion con emulsificantes para formar
la emulsion. Los emulsificantes son preferentemente tensioactivos no ionicos, en

particular éteres de sorbitano, de mannida (por ejemplo, oleato de anhidromanitol), de
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glicol, de poliglicerol, de propilenglicol y de acido oleico, isoestearico, ricinoleico o
hidroxiestearico que son opcionalmente copolimero de bloques de polioxipropileno-
polioxietileno y etoxilados, en particular los productos Pluronic, en especial L121. Ver
Hunter et al., The Theory and Practical Application of Adjuvants (Ed.Stewart-Tull, D. E.
S.), John Wiley and Sons, NY, pp51-94 (1995) y Todd et al., Vaccine 15:564-570 (1997).
Los adyuvantes de ejemplo son la emulsién de SPT descrita en la pagina 147 de
“Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach” editado por M. Powell y M.
Newman, Plenum Press, 1995 y la emulsion MF59 descrita en la pagina 183 del mismo
libro.

[00190] Otrainstancia de un adyuvante es un compuesto seleccionado de los polimeros
de acido acrilico o acido metacrilico y los copolimeros de anhidrido maleico y derivado
de alquenilo. Los compuestos adyuvantes ventajosos son los polimeros de acido acrilico
o acido metacrilico que se reticulan, en especial con éteres de polialquenilo de azucares
o0 polialcoholes. Estos compuestos son conocidos por la expresiéon carbomeros
(Phameuropa Vol. 8, No. 2, junio de 1996). Los expertos en la técnica también se pueden
mencionar como patente U. S. N.° 2.909.462 que describen tales polimeros acrilicos
reticulados con un compuesto polihidroxilado con al menos 3 grupos hidroxilo, con
preferencia, no mas de 8, estando reemplazados los atomos de hidrogeno de al menos
tres hidroxilos por radicales alifaticos insaturados con al menos 2 atomos de carbono.
Los radicales preferidos son aquellos que contienen de 2 a 4 atomos de carbono, por
ejemplo, vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales
insaturados pueden contener, en si, otros sustituyentes, como metilo. Los productos
vendidos bajo el nombre Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, Estados Unidos) son
particularmente apropiados. Se reticulan con sacarosa de alilo o con pentaeritritol de
alilo. Entre ellos, se pueden mencionar Carbopol 974P, 934P y 971P. Se prefiere mas
el uso de Carbopol 971P. Entre los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de
alquenilo, son los copolimeros EMA (Monsanto) que son copolimeros de anhidrido
maleico y etileno. La disolucion de estos polimeros en agua lleva a una solucién acida
que se puede neutralizar, con preferencia, a pH fisioldgico, a fin de dar la solucion
adyuvante en la que se incorporara la composicién inmunogénica, inmunolégica o de
vacuna en si.

[00191] Otros adyuvantes apropiados incluyen, entre otros, el sistema de adyuvantes
RIBI (Ribi Inc.), copolimero de bloque (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville
CA), lipido de monofosforilo A, adyuvante de lipido-amina Avridina, enterotoxina labil al

calor de E. coli (recombinante o de otro modo), toxina de colera, IMS 1314 o dipéptido
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de muramilo o citoquinas naturales o recombinantes o sus analogos o estimulantes de
liberacion de citoquina enddgena, entre muchos otros.

[00192] Se espera que un adyuvante se pueda afadir en una cantidad de
aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg por dosis, con preferencia, en una
cantidad de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg por dosis, con mayor
preferencia, en una cantidad de aproximadamente 500 ug a aproximadamente 5 mg por
dosis, con mayor preferencia aun, en una cantidad de aproximadamente 750 ug a
aproximadamente 2,5 mg por dosis y con maxima preferencia, en una cantidad de
aproximadamente 1 mg por dosis. Alternativamente, el adyuvante puede estar en una
concentracion de aproximadamente el 0,01 al 50%, con preferencia, en una
concentracion de aproximadamente el 2% al 30%, con mayor preferencia, en una
concentracion de aproximadamente el 5% al 25%, con mayor preferencia aun, en una
concentracion de aproximadamente el 7% al 22% y con maxima preferencia, en una
concentracion del 10% al 20% en volumen del producto final.

[00193] En un aspecto de la presente invencion, la composicion inmunogénica es
efectiva en el tratamiento y/o la prevencién de signos clinicos causados por IBV en un
sujeto que lo necesita. Las expresiones “tratamiento y/o prevencién”, “signos clinicos” y
“de necesidad” fueron definidos en otra parte.

En un aspecto de la presente invencion, la composicidon inmunogénica protege contra
una estimulacion homadloga. Los términos “protege” y “prevencion” y “prevenir” se usan
indistintamente en esta solicitud. Sin embargo, estos términos fueron definidos en otra
parte.

[00194] En un aspecto de la presente invencion, la composicion inmunogénica protege
contra una estimulacion con M41.

[00195] En un aspecto de la presente invencion, la composicion inmunogénica se
formula para una administracion de dosis simple.

[00196] El volumen para una dosis simple se definid en otra parte de la presente.
[00197] Por otra parte, se mostrd que una dosis de la composicion inmunogénica de la
presente invencion es eficaz después de la administracion de tal dosis simple de tal
composicion inmunogénica.

[00198] En un aspecto de la presente invencion, la composicion inmunogénica se
administra por via subcutanea, intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua
potable o por gota oftalmica.

[00199] En un aspecto de la presente invencion, la composicion inmunogénica

comprende 1 a 10 log+o EID50/mI por dosis del IBV.
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[00200] En un aspecto de la presente invencidn, la composicion inmunogénica
comprende 2 a 5 log1o EID50/mI por dosis del IBV.

[00201] En un aspecto de la presente invencion, la composicion inmunogénica
comprende 2 a 4 log1o EID50/mI por dosis del IBV.

Kits

[00202] Las composiciones pueden presentarse, si se desea, en un envase 0O
dispositivo dispensador que puede contener una o mas formas de dosificacion unitaria
que contengan el ingrediente activo. El envase puede comprender, por ejemplo, una
lamina de metal o de plastico, tal como un envase blister. El envase o dispositivo
dispensador puede ir acompafado de instrucciones para la administracion
preferentemente para la administracion a sujetos, especialmente a las aves de corral.
Asociado con dicho(s) contenedor(es) puede haber una notificacion en la forma prescrita
por una agencia gubernamental que regule la fabricacion, uso o venta de productos
farmacéuticos o bioldgicos, la cual refleja la aprobacién por la agencia de la fabricacion,
uso o venta para la administracion humana.

[00203] Por lo tanto, la presente invencion proporciona un kit que contiene el IBV o la
composicion inmunogénica tal como se describe en el presente documento.

[00204] En un aspecto de la presente invencion, el kit contiene ademas un folleto de
instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de las enfermedades de las aves.
[00205] En un aspecto de la presente invencion, el kit contiene ademas un folleto de
instrucciones para el tratamiento y/o la prevencion de las enfermedades de las aves de
corral.

[00206] En un aspecto de la presente invencion, el kit comprende ademas un folleto de
instruccion para el tratamiento y/o la prevencién de la IB (bronquitis infecciosa).

Métodos de tratamiento

[00207] Ademas, la presente invencidn proporciona un método para inmunizar a un
sujeto que comprende administrar a dicho sujeto una composicion inmunogénica tal
como se describe en la presente memoria descriptiva.

[00208] EI término “inmunizacién” se refiere a una inmunizaciéon activa mediante la
administracion de una composicidon inmunogénica a un sujeto a ser inmunizado,
provocando de este modo una respuesta inmunoldgica contra el antigeno incluido en
dicha composicién inmunogénica.

[00209] Con preferencia, la inmunizacion da como resultado una disminucién de la
incidencia de la infeccién de IBV particular en un bandada o en la reduccién de la

gravedad de los signos clinicos causados por o asociados con la infeccion de IBV
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particular.

[00210] Ademas, la inmunizacidon de un sujeto necesitado con las composiciones
inmunogénicas tal como se proporciona en el presente documento, da como resultado
la prevencion de la infeccion de un sujeto por infeccion por IBV. Aun mas
preferentemente, la inmunizacion da como resultado una respuesta inmunolégica
efectiva y duradera frente a la infeccion por IBV. Se entendera que dicho periodo de
tiempo durara mas de 1 mes, preferentemente mas de 2 meses, preferentemente mas
de 3 meses, mas preferentemente mas de 4 meses, mas preferentemente mas de 5
meses, mas preferentemente mas de 6 meses. Debe entenderse que la inmunizacién
puede no ser efectiva en todos los sujetos inmunizados. Sin embargo, el término
requiere que una porcion significativa de sujetos de una bandada esté efectivamente
inmunizada.

[00211] Con preferencia, en este contexto se prevé una bandada de sujetos que
normalmente, es decir estando sin inmunizacion, desarrollaria signos clinicos
normalmente causados por o asociados con una infeccion por IBV. El experto en la
materia puede determinar sin mas detalle si los sujetos de una bandada estan
efectivamente inmunizados. Con preferencia, la inmunizacion sera efectiva si los signos
clinicos en, al menos el 33%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al
menos el 80%, al menos el 90%, aun mas preferentemente en al menos el 95% y mas
preferentemente en el 100% de los sujetos de una misma bandada se reducen en
incidencia o gravedad en al menos un 10%, mas preferentemente en al menos un 20%,
aun mas preferentemente en al menos un 30%, aun mas preferentemente en al menos
un 40%, aun mas preferentemente en al menos un 50%, aun mas preferentemente en
al menos un 60%, aun mas preferentemente en, al menos un 70%, aun mas
preferentemente en al menos un 80%, aun mas preferentemente en un 90%, en al
menos un 95% y lo aun mas preferentemente en un 100% en comparacion con sujetos
que no estan inmunizados o inmunizados con una composicion inmunogénica que
estaba disponible antes de la presente invencién pero que posteriormente fue infectada
por el IBV particular.

[00212] Ademas, la presente invencion proporciona un método para tratar o prevenir
signos clinicos causados por IBV en un sujeto que lo necesite, comprendiendo dicho
meétodo administrarle al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicion inmunogénica como se describe en el presente documento.

[00213] El término “tratamiento y/o prevencion” se refiere a la disminucion de la

incidencia de la infeccion de IBV particular en una bandada o la reduccion en la gravedad
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de los signos clinicos causados por o asociados con la infeccion de IBV en particular.
Por lo tanto, el término “tratamiento y/o prevencion” también se refiere a la reduccion del
numero de sujetos en una bandada que se infectan con el IBV en particular (=
disminucién de la incidencia de la infeccion de IBV particular) o a la reduccién de la
gravedad de los signos clinicos normalmente asociados o causados por una infeccion
por el IBV o la reduccion del desprendimiento de virus después de la infeccién con el
IBV particular o la prevencion o disminucion de la caida de huevos en gallinas ponedoras
después de la infeccion con el IBV particular en un grupo de sujetos los cuales han
recibido una cantidad efectiva de tal composicion inmunogénica proporcionada en el
presente documento en comparacion con un grupo de sujetos que no hayan recibido tal
composicion inmunogénica.

[00214] EI “tratamiento y/o la prevencion” implica generalmente la administracion de
una cantidad efectiva de la composicion inmunogénica de la presente invencion a un
sujeto o a una bandada de sujetos que necesitan o que podrian beneficiarse de tal
tratamiento/prevencion. El término “tratamiento” se refiere a la administracion de una
cantidad efectiva de la composicién inmunogénica una vez que el sujeto o al menos
algunos sujetos de la bandada estan ya infectados con tal IBV y en los que dichos
sujetos ya presentan algunos signos clinicos causados o asociados con tal infeccion por
IBV. El término “prevencion” se refiere a la administracion a un sujeto antes de cualquier
infeccion de dicho sujeto con IBV o, al menos cuando dicho sujeto o ninguno de los
sujetos en un grupo de sujetos no muestran signos clinicos causados por o asociados
con la infeccion por tal IBV. Los términos “prevencion” y “prevencion” se usan
intercambiables en la presente solicitud.

[00215] El término “una cantidad efectiva” tal como se usa en la presente memoria
descriptiva, significa, pero sin limitarse a una cantidad del antigeno, que provoca o es
capaz de provocar una respuesta inmune en un sujeto. Dicha cantidad efectiva es capaz
de disminuir la incidencia de la infeccidn de IBV particular en una bandada o de reducir
la gravedad de los signos clinicos de la infecciéon de IBV en particular.

[00216] Con preferencia, se reduce la incidencia o gravedad de los signos clinicos al
menos 10%, con mas preferencia en al menos 20%, aun con mas preferencia en al
menos 30%, incluso con mas preferencia en al menos 40%, aun con mas preferencia
en al menos 50%, incluso con mas preferencia en al menos 60%, aun con mas
preferencia en al menos 70%, incluso con mas preferencia en al menos 80%, aun con
mas preferencia en al menos 90%, ain con mas preferencia en al menos 95% y con

maxima preferencia en 100% en comparacion con los sujetos que no se tratan o se
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tratan con una composicion inmunogénica que estaba disponible antes de la presente
invencioén pero infectados posteriormente con el IBV particular.

[00217] El término “signos clinicos” como se usa en la presente se refiere a signos de
infeccion de un sujeto a partir de IBV. Los signos clinicos de infeccion dependen del
patégeno seleccionado. Los ejemplos de tales signos clinicos incluyen, entre otros,
dificultad respiratoria, nefritis, salpingitis, producciéon de huevo anormal, plumas rizadas,
depresion, tasas de crecimiento reducidas y apetito reducido. Los signos de dificultad
respiratoria abarcan signos respiratorios que incluyen jadeos, tos, estornudos,
estertores traqueales, descarga nasal y ocular, lesiones traqueales y ciliostasis en la
traquea. Los signos de nefritis incluyen lesiones renales y diarrea acuosa. Los signos
de produccién anormal de huevos abarcan la caida de postura, huevos de menor
tamano, cascara inferior, calidad de huevo interna reducida, huevos con albumina fina
y ciliostasis en el oviducto. Sin embargo, los signos clinicos también incluyen, entre
otros, signos clinicos que son directamente observables de un animal vivo. Los ejemplos
de signos clinicos directamente observables en un animal vivo incluyen la descarga
nasal y ocular, tos, jadeos, estornudos, estertores traqueales, plumas rizadas,
conjuntivitis, pérdida de peso, tasas de crecimiento reducidas, reduccion del apetito,
deshidratacion, diarrea acuosa, renguera, letargo, debilitamiento y mal estado y
similares.

[00218] Con preferencia, los signos clinicos reducidos en cuanto a incidencia o
gravedad en un sujeto tratado en comparacion con sujetos no tratados o tratados con
una composicion inmunogénica que estaba disponible antes de la presente invencion
pero posteriormente infectados por el IBV particular se refieren a una reduccion de
ciliostasis, una reduccion de estertores, una reducciéon de la caida de postura, una
reduccion de las lesiones renales, una reduccion de diarrea acuosa, una reduccion de
la pérdida de peso, menor carga viral, reduccion de eliminacion viral o combinaciones
de estos.

[00219] El término “que necesita” o “de necesidad”, como se usa en la presente,
significa que la administracion / tratamiento esta asociado con el refuerzo o mejora en
la salud o los signos clinicos o cualquier otro efecto medicinal positivo sobre la salud de
los sujetos que reciben la composicién inmunogénica de acuerdo con la presente
invencion.

[00220] El término “reductor’ o “reducido” o “reduccion” o “reducir’ se usan en forma
intercambiable en esta solicitud. El término “reduccion” significa que el signo clinico se

reduce en al menos 10%, con mas preferencia en al menos 20%, adn con mas

61



01-3188 PCT

preferencia en al menos 30%, incluso con mas preferencia en al menos 40%, aun con
mas preferencia en al menos 50%, incluso con mas preferencia en al menos 60%, aun
con mas preferencia en al menos 70%, incluso con mas preferencia en al menos 80%,
incluso con mas preferencia en al menos 90%, aun con mas preferencia en al menos
95% con maxima preferencia en 100% en comparacion con los sujetos que no estan
tratados (no inmunizados), pero posteriormente infectados con el IBV particular.
[00221] Ademas, la presente invencion proporciona un método para reducir la ciliostasis
en un sujeto que lo necesita, en comparacion con un sujeto de un grupo de control no
inmunizado de la misma especie, el método comprende administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente efectiva de una composicidn inmunogénica como se
describe en la presente.

[00222] Como se muestra en los Ejemplos, se ha demostrado que la composicion
inmunogénica proporcionada en la presente es eficaz para reducir la ciliostasis.
[00223] EI término “ciliostasis” se refiere a un movimiento reducido de los cilios en la
traquea. Por lo tanto, la ciliostasis se puede determinar mediante el examen del
revestimiento interior de los anillos traqueales para el movimiento de los cilios. Es de
conocimiento general para una persona experta en la técnica como determinar el
movimiento de los cilios en la traquea.

[00224] Con preferencia, el movimiento de los cilios no se reduce desde el dia 10
después de la estimulacion o infeccion, con mas preferencia desde el dia 5 después de
la estimulacion o infeccién, con mas preferencia desde el dia 4 después de la
estimulacion o infeccion, con mas preferencia desde el dia 3 después de la estimulacion
o infeccion y con maxima preferencia desde el dia 1 o 2 después de la estimulacion o
infeccion con el IBV en comparacion con un sujeto de un grupo control no inmunizado
de la misma especie.

[00225] EI término “reduccién de la ciliostasis” significa que la ciliostasis se reduce en
al menos 10%, con preferencia en al menos 20%, con mas preferencia en al menos
30%, incluso con mas preferencia en al menos 40%, incluso con mas preferencia en al
menos 50%, incluso con mas preferencia en al menos 60%, incluso con mas preferencia
en al menos 70%, incluso con mas preferencia en al menos 80%, incluso con mas
preferencia en al menos 90%, incluso con mas preferencia en al menos 95% y con
maxima preferencia en 100% en comparacion con un sujeto de un grupo control no
inmunizado de la misma especie. Es del conocimiento general de un experto en la
técnica como medie la reduccion de la ciliostasis.

[00226] En un aspecto de la presente invencién dicho sujeto es aviar.
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[00227] El término “aviar’ es bien conocido por los expertos en la técnica. El término
“aviar” abarca todas las aves que incluyen aves de corral.

[00228] En un aspecto de la presente invencion dicho sujeto es ave de corral.

[00229] El término “aves de corral” es bien conocido por los expertos en la técnica. El
término “aves de corral” abarca pollos, pavos, codornices, faisanes, gallina de guinea,
gansos y patos. Ademas, el término “pollo” incluye pollos de engorde, gallinas
ponedoras y poblaciones reproductoras para ambos, también denominados como
criadores.

[00230] En un aspecto de la presente invencion dicho sujeto se selecciona de la lista
que consiste en pollo, pavo, codorniz o faisan.

[00231] En un aspecto de la presente invencion la composicidon inmunogénica se
administra una vez.

[00232] Se entiende que una dosis Unica se administra solo una vez. Como se muestra
en los Ejemplos se ha comprobado que la composicion inmunogénica proporcionada en
la presente es eficaz después de la administracion de una dosis Unica a un sujeto que
la necesita.

[00233] El volumen de dosis por ave de corral depende de la via de vacunacion y la
edad del ave de corral.

[00234] Normalmente, las vacunas de gota oftalmica se administran en un volumen de
1 a 100 ul por dosis a cualquier edad. Con preferencia, la dosis Unica para vacunas de
gota oftalmica tiene un volumen total entre aproximadamente 5 pl y 70 pl y con mas
preferencia entre aproximadamente 20 pl y 50 pl, con una dosis Unica preferida de 20
pl, 25 pl, 30 pl, 35pl, 40 pl, 45 pl 0 50 pl. La dosis unica de maxima preferencia para las
vacunas de gota oftalmica tiene un volumen total entre aproximadamente 30 pl y 50 l,
con una dosis Unica preferida de 30 pl, 35 pl, 40 pl, 45 pl 0 50 pl.

[00235] Las vacunas de pulverizacién pueden contener la dosis en un volumen de 25 a
1000 ul para aves de corral de un dia. Con preferencia, la dosis Unica para vacunas de
pulverizacién tiene un volumen total entre aproximadamente 50 upl y 5000 pl, con mas
preferencia entre aproximadamente 75 pl y 2000 pl, con mas preferencia entre
aproximadamente 100 uly 1000 pl, incluso con mas preferencia entre aproximadamente
200 pl y 900 pl, incluso con mas preferencia entre aproximadamente 300 pl y 800 pl y
incluso con mas preferencia entre aproximadamente 400 ul y 700 pl con una dosis Unica
preferida de 400 pl, 425 pl, 450 pl, 475 pl, 500 pl, 525 pl, 550 yl, 575 ul, 600 pl, 625 pl,
650ul, 675 ul o 700 pl. La dosis Unica de maxima preferencia tiene un volumen total de
400 pl, 450 pl 500 pl, 550 pl, 600 pl, 650 pl o 700 pl.
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[00236] La vacuna para la vacunacion in ovo puede contener la dosis en un volumen
de 50 a 100 pl, con preferencia 50 ul. Con preferencia, la dosis Unica para las vacunas
in ovo tiene un volumen total entre aproximadamente 10 ply 250 ul, con mas preferencia
entre aproximadamente 15 pl y 200 pl, incluso con mas preferencia entre
aproximadamente 20 pl y 150 pl, incluso con mas preferencia entre aproximadamente
30 ply 100 I, incluso con mas preferencia entre aproximadamente 30 ply 75 pl y con
una dosis Unica preferida de 30 pl, 35 pl, 40 pl, 45 pl, 50 pl, 55 pl, 60 pl, 65 yl, 70 yl o
75 pl. La dosis unica de maxima preferencia tiene un volumen total de 40 ul, 45 pl, 50
pl, 55 pl o 60 pl.

[00237] La vacuna para la vacunacién intramuscular o subcutéanea o una dosis de una
vacuna en agua de bebida puede contener la dosis en un volumen de 30 uyl a 1000 pl.
Con preferencia, la dosis Unica tiene un volumen total entre aproximadamente 30 ul y
1000 pl, con mas preferencia entre aproximadamente 50 pl y 500 pl, con mas
preferencia entre aproximadamente 75 ul y 250 ul y incluso con mas preferencia entre
aproximadamente 100 ul y 200 pl con una dosis Unica de maxima preferencia de 100 pl,
110 pl, 120 pl, 125 pl, 130 pl, 135 pl, 140 pl, 145 pl, 150 yl, 160 pl, 170 pl, 175 pl, 180
I, 190 pl, 155 pl, 0 200 pl.

[00238] En un aspecto de la presente invencion la composicion inmunogénica se
administra en dos o mas dosis.

[00239] Sin embargo, la composiciéon inmunogénica se puede administrar en dos o0 mas
dosis, una primera dosis se administra antes de la administracion de una segunda dosis
(refuerzo).

[00240] En un aspecto preferido del régimen de administracion de dos veces, la primera
y segunda dosis de la composicion inmunogénica se administran en la misma cantidad.
Con preferencia, cada dosis esta en las cantidades preferidas especificadas
anteriormente. Ademas del régimen de primera y segunda dosis, una forma de
realizacion alternativa comprende dosis posteriores adicionales. Por ejemplo, se puede
administrar una tercera, cuarta o quinta dosis en estos aspectos. Con preferencia, los
posteriores regimenes de tercera, cuarta y quinta dosis se administran en la misma
cantidad que la primera dosis, el marco de tiempo entre las dosis es compatible con el
tiempo ente la primera y segunda dosis mencionada anteriormente.

[00241] Con preferencia, la primera administracion de la vacuna se realiza dentro de
las primeras tres semanas de edad, con mas preferencia dentro de la primera semana
de edad y de maxima preferencia a un dia de edad por métodos descriptos a

continuacion. Una segunda administracion se puede realizar dentro de las primeras 20
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semanas de edad, con preferencia dentro de 16-18 semanas de edad, con mas
preferencia entre 6-12 semanas de edad. A modo de ejemplo, la vacunacion inicial
(primera) se realiza a 1-10 dias de edad y la segunda vacunacion (refuerzo) se realiza
con una vacuna viva o inactivada a 6-12 o 16-18 semanas de edad. Con mas
preferencia, la vacunacion inicial (primera) se realiza a un dia de edad y la segunda
vacunacion (refuerzo) se realiza con una vacuna viva o inactivada a 6-12 o 16-18
semanas de edad.

[00242] En el caso de usar la vacunacion in ovo, con preferencia la primera
administracion se realiza cuando los embriones tienen entre 15 a 19 dias, con
preferencia en el dia 17, 18 o 19, con maxima preferencia en el dia 18 de edad. Una
segunda administracién se puede realizar dentro de las primeras tres semanas de edad,
con preferencia dentro de los primeros 10 dias de edad.

[00243] En un aspecto de la presente invencion dicha composicién inmunogénica se
administra por via subcutanea, intramuscular, oral, in ovo, por medio de pulverizacién,
por medio de agua de bebida o por gota oftalmica.

[00244] La composicion inmunogénica, con preferencia, se administra en forma tépica
o sistémica. Las vias de administracion convencionales usadas convencionalmente son
la administracion oral o parenteral, tal como intranasal, intravenosa, intradérmica,
transdérmica, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, asi como la inhalacion, in ovo,
por medio de pulverizacion, por medio de agua potable o por medio de gotas oftalmicas.
Sin embargo, de acuerdo con la naturaleza y modo de accion de un compuesto, la
composicion inmunogénica también se puede administrar por otras vias. Por ejemplo,
tales otras vias incluyen via intracutanea, intravenosa, intravascular, intraarterial,
intraperitoneal, intratecal, intratraqueal, intracutanea, intracardiaca, intralobal,
intralobar, intramedular, intrapulmonar, intrarrectal, e intravaginal. Sin embargo, la
composicion inmunogénica de maxima preferencia se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por medio de pulverizacion, por medio de agua potable o por
medio de gotas oftalmicas.

[00245] Las vacunas vivas de IBV con preferencia se administran individualmente en
forma de gotas oftalmicas, intranasal, intramuscular o subcutanea.

[00246] Con mas preferencia, se utilizan métodos de aplicacién en masa, que incluyen
vacunacion en agua de bebida y pulverizacion en aerosol. También se prefiere el uso
de vacunas como vacunas embrionarias (denominadas vacunas in ovo) como se
describe mas adelante.

[00247] Por ejemplo, pollos de engorde se pueden vacunar a un dia de edad o a 1-3
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semanas de edad, en particular para los pollos de engorde con altos niveles de MDA.
La poblacion de ponedoras o poblacion de reproduccion se puede vacunar inicialmente
a 1-10 dias de edad y reforzar con la vacuna a 7-12 o0 16-18 semanas de edad.
Administracién in ovo

[00248] Como se describié anteriormente, la presente invenciéon también proporciona
una vacuna de IBV que se puede administrar de forma segura por medio de la via in ovo
y al mismo tiempo es capaz de inducir una respuesta inmune protectora. Las
administraciones in ovo son bien conocidas por los expertos en la técnica y ellos pueden
realizar la administracion in ovo sin mas dilacion. La administracién in ovo de la vacuna
implica la administracion de la vacuna a un embridn aviar mientras estéa contenido en el
huevo (para una revisién sobre la vacunacion in ovo véase Ricks et al., Advances in Vet.
Med. 495-515, 1999). La vacuna se puede administrar a cualquier compartimiento
adecuado del huevo (por ejemplo, fluido alantoide, saco vitelino, amnio, celda de aire o
en el embrién) como se describe en la técnica (Sharma, Am. J. Vet Res. 45 1619-1623,
1984). Con preferencia la vacuna se administra por debajo de la membrana de la
cascara (celda de aire) y la membrana corioalantoica.

[00249] Con preferencia, la vacuna se inyecta en huevos embrionados durante las
ultimas etapas de la embrionacion, generalmente durante el ultimo trimestre del periodo
de incubacion, con preferencia 3-4 dias antes de la eclosion. Con preferencia, la
administracion se lleva a cabo cuando los embriones tienen entre 15 y 19 dias de edad,
con preferencia a los dias 17, 18 o 19, con maxima preferencia a los 18 dias de edad.
Posteriormente, los huevos embrionados vacunados se transfieren a una incubadora
para la eclosion. El proceso de administracion in ovo se puede automatizar usando un
proceso de inyeccion robotica como se describe en la técnica anterior.

[00250] Normalmente, las vacunas convencionales para la vacunacion después de la
eclosién de aves de corral no se pueden usar para la vacunacion in ovo, porque los
embriones de etapa tardia son altamente susceptibles a la infeccion con la mayoria de
los virus de vacuna examinados. Sin embargo, la solicitud de patente internacional WO
01/64244 describe que las vacunas para IBV se pueden usar para administracion in ovo
siempre que se aplique a dosis muy bajas. Ademas, Wakenell et al. 1986 (Am. J. Vet.
Res., 47 933-938) describe que el paso de un virus de vacuna IB en cultivo de tejidos
volvié al virus apatogénico para los embriones.

[00251] En un aspecto de la presente invencion dicha composicién inmunogénica se
administra por medio de gotas oftalmicas.

[00252] Normalmente, la vacuna viva para la administracién pos-eclosion comprende
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el IBV atenuado en una concentracion de 10'a 108 EIDso (50% de dosis infectiva de
huevo) por dosis unitaria, con preferencia en una concentracion de 10% a 10% EIDso por
dosis unitaria y, con mas preferencia, en una concentraciéon de 102 a 10* EIDso por dosis
unitaria y, incluso con mas preferencia, en una concentracién de 10?2 a 10® EIDso por
dosis unitaria.

[00253] La vacuna viva para administracion in ovo normalmente comprende una
cantidad del IBV atenuado de 102 a 107 EIDso /embrién, con preferencia 102 a 10°® EIDso
/embrién en un volumen de 50 a 100 pl, con preferencia 50 pl.

[00254] Con preferencia, la composicion inmunogénica de la presente invencion
comprende el IVB de la presente invencion en cantidades de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 log+o EID (dosis infectiva de huevo)so/ml por dosis, con preferencia
aproximadamente 2 a aproximadamente 8 logio EIDso/ml por dosis, con preferencia in
una cantidad de aproximadamente 2 a aproximadamente 7 logo EIDso/ml por dosis, con
mas preferencia in una cantidad de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 logo
EIDso/ml por dosis, incluso con mas preferencia in una cantidad de aproximadamente 2
a aproximadamente 5 logio EIDso/ml por dosis, incluso con mas preferencia in una
cantidad de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 logio EIDso/ml por dosis, con
maxima preferencia en una cantidad de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 log1o
EIDso/ml por dosis. Con mas preferencia, la composicion inmunogénica de la presente
invencion comprende el IVB de la presente invencion en cantidades de
aproximadamente 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5 0 log1o EIDso/ml por
dosis.

[00255] En un aspecto de la presente invencidn la composicion inmunogénica
comprende 1 a 10 logio EIDso/ml del IBV.

[00256] En un aspecto de la presente invencidn la composicion inmunogénica
comprende 2 a 5 log1o EIDso/ml del IBV.

[00257] En un aspecto de la presente invencidon la composicion inmunogénica
comprende 2 a 4 logio EIDso/ml del IBV.

[00258] En un aspecto de la presente invencion la composicidon inmunogénica se
administra a sujetos dentro de la primera semana de edad, dentro de los primeros tres
dias de edad, dentro de los primeros dos dias de edad, o dentro del primer dia de edad.
[00259] Con preferencia, el sujeto para inmunizar tiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o 21 dias de edad. Con mas preferencia, dicho sujeto
para inmunizar tiene 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 0 14 dias de edad. Con maxima
preferencia, dicho sujeto para inmunizar tiene 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 dias de edad.
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[00260] Sin embargo, se debe entender que después de la vacunacion del sujeto que
tiene pocos dias de edad, se necesitan varios dias para que el sistema inmune de las
aves de corral construya inmunidad contra una infeccion por IBV. Por lo tanto, con
preferencia, los sujetos se inmunizan dentro de las primeras 24 h de edad.

[00261] En un aspecto de la presente invencion la composicidon inmunogénica se
administra a sujetos dentro de los primeros dias de edad. Como se muestra en los
Ejemplos se ha comprobado que la composicidén inmunogénica proporcionada en la
presente es segura y eficaz cuando se administra a aves de corral de 1 dia.

[00262] En un aspecto de la presente invencién, dicho método produce una mejora en
un parametro de eficacia seleccionado del grupo que consiste en: prevencion o
reduccion de ciliostasis, prevencion o reduccion de estertores, prevencion o reduccion
de postura de huevos, prevencién o reduccion de lesiones renales, prevencion o
reduccion de la diarrea acuosa, prevencion o reduccion de la pérdida de peso, una
menor carga viral, una reduccién de la eliminacién viral o sus combinaciones, en
comparacion con un sujeto de un grupo control no inmunizado de la misma especie.
[00263] Los términos “tratamiento y / o prevencion” se han definido en otra parte, donde
los términos “prevencién” y “prevenir’ o “prevencion” se usan en forma intercambiable
en esta solicitud. Ademas, el término “eliminacion” se ha definido también en otra parte.
[00264] EI término “reducir’, “reducido”, “reduccién” o “menor” significa, que el
parametro de eficacia (ciliostasis, estertores, caida de postura, lesiones renales, diarrea
acuosa, pérdida de peso, carga viral, eliminacion viral) se reduce en al menos 10%, con
preferencia en al menos 20%, con mas preferencia en al menos 30%, incluso con mas
preferencia en al menos 40%, incluso con mas preferencia en al menos 50%, incluso
con mas preferencia en al menos 60%, incluso con mas preferencia en al menos 70%,
incluso con mas preferencia en al menos 80%, incluso con mas preferencia en al menos
90%, incluso con mas preferencia en al menos 95% y con maxima preferencia en 100%
en comparacion con un sujeto de un grupo control no inmunizado de la misma especie.
Es del conocimiento general para un experto en la técnica como medir la mejoria en los
parametros de eficacia.

[00265] La expresion “carga viral” es bien conocida por el experto en la técnica. El
término carga viral en la presente se usa de forma intercambiable con el término titulo
viral. La carga viral o el titulo del virus es una medicion de la gravedad de una infeccion
viral activa, y se puede determinar por métodos conocidos por el experto en la técnica.
La determinacion se puede basar en la deteccion de proteinas virales tales como la

unioén de anticuerpo a las proteinas virales y la deteccién adicional o, alternativamente,
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mediante la deteccion de ARN viral por métodos de amplificacion tales como RT-PCR.
El control del ARN viral asociado al virion en el plasma mediante métodos de
amplificacion de acidos nucleicos es un parametro ampliamente utilizado para evaluar
el estado y la progresion de la enfermedad retroviral y para evaluar la efectividad de las
intervenciones profilacticas y terapéuticas. A modo de ejemplo, la carga de virus o titulo
de virus se puede calcular mediante la estimacion de la cantidad de virus vivo en un
fluido corporal implicado tal como un nimero de copias de ARN por mililitro de plasma
sanguineo.

[00266] EI término “ciliostasis” es bien conocido por el experto en la técnica. La
superficie de la traquea esta cubierta con células epiteliales especializadas, que estan
revestidas con numerosas estructuras moviles parecidas a cabellos llamadas cilios. El
término “ciliostasis” abarca la reduccion o pérdida de cilios y / o pérdida o pérdida parcial
de la actividad ciliar. La ciliostasia puede ser determinada sin dilacion por el experto en
la técnica.

[00267] El término “estertores” es bien conocido por el experto en la técnica. Sin
embargo, el término “estertores” abarca estertores traqueales y se refiere a sonidos que
emanan de los bronquios. Los estertores pueden ser determinados sin dilacion por el
experto en la técnica.

[00268] El término “caida de postura” es bien conocido por el experto en la técnica. El
término “caida de postura” abarca una disminucion de la produccion de huevos.
[00269] En un aspecto de la presente invencion el tratamiento o prevencion produce
una prevencion o reduccion de ciliostasis en comparacion con los sujetos de un grupo
de control no tratado de la misma especie.

[00270] En un aspecto de la presente invencion el tratamiento o prevencion produce
una prevencion o reduccion de lesiones renales en comparacion con los sujetos de un
grupo de control no tratado de la misma especie.

[00271] En un aspecto de la presente invencion el tratamiento o prevencion produce
una prevencion o reduccion de la caida de postura en comparacion con los sujetos de
un grupo de control no tratado de la misma especie.

[00272] La presente invencion ademas proporciona un IBV o una composiciéon
inmunogénica como se describe en la presente para uso terapéutico.

[00273] La presente invencion ademas proporciona un IBV o una composiciéon
inmunogénica como se describe en la presente para usar como un inmundégeno o
vacuna.

[00274] La presente invencion ademas proporciona un IBV o una composiciéon
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inmunogénica como se describe en la presente para usar como un medicamento.
[00275] La presente invencion ademas proporciona el uso del IBV o composiciéon
inmunogénica como se describe en la presente para la fabricacion de un medicamento.
[00276] La presente invencién ademas proporciona el uso del IBV o composicién
inmunogénica como se describe en la presente para el tratamiento y/o prevencion de
las infecciones de IBV en un sujeto.

[00277] Ademas, se debe entender que una inactivacién unica de ORF 3a o una
inactivacion unica de ORF 3b o una inactivacion unica de ORF 5a o una inactivacion
unica de ORF 5b también lleva a la atenuacion del IBV. Por lo tanto, se puede usar un
IBV que tenga una inactivacion unica de ORF 3a o una inactivacién unica de ORF 3b o
una inactivacion unica de ORF 5a o una inactivaciéon unica de ORF 5b para preparar
una composicion inmunogénica. Ademas, dicha composicion inmunogénica tiene el
efecto descripto en la presente (tal como proteccidn contra la infeccion por exposicion a
IBV).

[00278] Ademas, cuando se genera tal inactivacion unica (ORF 3a u ORF 3b u ORF 5a
u ORF 5b) se debe entender que una secuencia que comprende codones de detencion
se puede insertar corriente abajo de un ORF para asegurar la detencion de dicha
traduccién de dicho ORF. Esto puede ser necesario cuando dos ORF se superponen y
la inactivacion de un ORF puede inactivar el codon de detencion del otro ORF.

Formas de realizacion

Las siguientes clausulas también se describen en la presente:

[00279] 1. Un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

[00280] 2. Una composiciéon inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 3ay el ORF 3b estan inactivados; o

- el ORF 5ay el ORF 5b estan inactivados; o

- el ORF 3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

[00281] 3. El IBV de acuerdo con la clausula 1 o la composicion inmunogénica de
acuerdo con la clausula 2, en donde dicha inactivacion de ORF 3a y ORF 3b no afecta
la expresion de ORF 3c y/o tampoco la actividad de la proteina E.

[00282] 4. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 3, en donde dicha inactivacion de ORF 3a y ORF 3b no afecta la expresién
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de ORF S y/o tampoco la actividad de la proteina S.

[00283] 5. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 4, en donde dicha inactivacion de ORF 5a y ORF 5b no afecta la expresion
de ORF N y/o tampoco la actividad de la proteina N.

[00284] 6. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 5, en donde dicha inactivacién es una eliminacion completa o parcial del
OREF 3a y una eliminacion parcial del ORF 3b y/o una eliminacion completa o parcial del
ORF 5a y una eliminacion parcial del ORF 5b, una truncacién completa o parcial del
ORF 3a y una truncacion parcial del ORF 3b y/o una truncacién completa o parcial del
ORF 5a y una truncacion parcial del ORF 5b, una inversion completa o parcial del ORF
3a y una inversion parcial del ORF 3b y/o una inversion completa o parcial del ORF 5a
y una inversion parcial del ORF 5b, una relocacion completa o parcial del ORF 3a y una
relocacion parcial del ORF 3b y/o una relocacion completa o parcial del ORF 5a y una
relocacion parcial del ORF 5b, una insercién de acidos nucleicos dentro del ORF 3ay el
ORF 3b y/o el ORF 5a y el ORF 5b, una sustitucion de acidos nucleicos dentro del ORF
3a y el ORF 3b y/o el ORF 5a y el ORF 5b.

[00285] 7. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 6, en donde el ORF 3a se elimina, sustituye o invierte completa o
parcialmente y en donde el ORF 3b se elimina, sustituye o invierte parcialmente.
[00286] 8. ElI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 7, en donde el ORF 5a se elimina, sustituye o invierte completa o
parcialmente y en donde el ORF 5b se elimina, sustituye o invierte parcialmente.
[00287] 9. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 8, en donde el ORF 3a y el ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten
completa o parcialmente y en donde el ORF 3b y el ORF 5b se eliminan, sustituyen o
invierten parcialmente.

[00288] 10. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 9, en donde el ORF 3a se elimina completa o parcialmente y el ORF 3b
se elimina parcialmente.

[00289] 11. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 10, en donde el ORF 5a se elimina completa o parcialmente y el ORF 5b
se elimina parcialmente.

[00290] 12. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 11, en donde el ORF 3a y el ORF 5a se eliminan completa o parcialmente

y el ORF 3b y el ORF 5b se eliminan parcialmente.
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[00291] 13. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 12, en donde el codon de inicio de ORF 3ay el codon de inicio de ORF 3b
estan inactivados.

[00292] 14. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 13, en donde el codén de inicio de ORF 3a (AUG, nucleétidos 1-3 de la
SEQ ID NO:1) y el codoén de inicio de ORF 3b (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID
NO:1) estan inactivados.

[00293] 15. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 13 o la
clausula 14, en donde dicha inactivacion del codon de inicio (AUG) de ORF 3a y ORF
3b es una eliminacién, una sustitucion o una inversion.

[00294] 16. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 15, en donde el codon de inicio de ORF 5ay el codon de inicio de ORF 5b
estan inactivados.

[00295] 17. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 16, en donde el coddn de inicio de ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la
SEQ ID NO:2) y el codén de inicio (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) de
ORF 5b estan inactivados.

[00296] 18. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 16 o la
clausula 17, en donde dicha inactivacion del codon de inicio (AUG) de ORF 5a y ORF
5b es una eliminacién, una sustitucion o una inversion.

[00297] 19. EI IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 18, en donde el ORF 3a y el ORF 3b estan truncados desde el término 5’
del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a y ORF 3b
(AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO:1).

[00298] 20. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 19, en donde el ORF 3a y el ORF 3b estan truncados desde A, U o G del
cododn de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a y ORF 3b (AUG,
nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1).

[00299] 21. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 20, en donde el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados desde el término 5’
del coddn de inicio de ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) y ORF 5b
(AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00300] 22. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 21, en donde el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados desde A, U o G del
codon de inicio de ORF 5a (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) y ORF 5b (AUG,
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nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00301] 23. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 22, en donde el ORF 3a y el ORF 3b estan truncados desde el término 5’
del codon de inicio (AUG) de ORF 3a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) y el
codon de inicio de ORF 3b (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) y en donde
el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados desde el término 5’ del codén de inicio de ORF
5a (AUG, nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) y el codén de inicio ORF 5b (AUG,
nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00302] 24. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 23, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos desde el término 5’ del
coddn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten, y, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucleétidos, al
menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10
nucleétidos, al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos,
al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos
125 nucledtidos, al menos 150 nucleotidos, al menos 170 nucledtidos desde el término
5’ del codon de inicio (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00303] 25. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 24, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos de A, U o G del codon
de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten, y, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos de A, U o G del codon
de inicio (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan,
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sustituyen o invierten.

[00304] 26. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 25, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucleodtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos desde el término 5" del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID
NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten y, en donde al menos 1 nucledtido,
al menos 2 nucleétidos, al menos 3 nucleotidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5
nucledtidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucleotidos, al menos 20 nucledtidos,
al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucleétidos, al menos
100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucleétidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucleétidos desde el término 5’ del codon de inicio (AUG,
nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.
[00305] 27. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 26, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos de A, U o G del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2)
del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten y, en donde al menos 1 nucleétido, al
menos 2 nucledtidos, al menos 3 nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5
nucledtidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucleotidos, al menos 20 nucledtidos,
al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucleétidos, al menos
100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucleétidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucledtidos de A, U o G del codon de inicio (AUG, nucledtidos
195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.

[00306] 28. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 27, en donde entre 1 y 173 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen o
invierten, y, en donde entre 1 y 175 nucledtidos desde el término 5 del codon de inicio
(AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan, sustituyen o

invierten.
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[00307] 29. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 28, en donde entre 1 y 173 nucledtidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 172 nucleétidos de U del codon de
inicio (U de AUG, nucleétido 2 de la SEQ ID NO:1) o entre 1y 171 nucleétidos de G del
codon de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten y en donde entre 1 y 175 nucleétidos de A del codén de inicio (A
de AUG, nucleétido 174 de la SEQ ID NO:1) o entre 1y 174 nucleotidos de U del codén
de inicio (U de AUG, nucledtido 175 de la SEQ ID NO:1) o entre 1y 173 nucledtidos de
G del coddn de inicio (G de AUG, nucledtido 176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00308] 30. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 29, en donde entre 1 y 194 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o
invierten y en donde entre 1 y 191 nucleétidos desde el término 5’ del codén de inicio
(AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00309] 31. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 30, en donde entre 1 y 194 nucledtidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 193 nucleétidos de U del codon de
inicio (U de AUG, nucleétido 2 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 192 nucleétidos de G del
cododn de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan,
sustituyen o invierten, y, en donde entre 1 y 191 nucleétidos de A del codon de inicio (A
de AUG, nucleétido 195 de la SEQ ID NO:2) o entre 1y 190 nucleétidos de U del coddén
de inicio (U de AUG, nucledtido 196 de la SEQ ID NO:2) o entre 1y 189 nucleétidos de
G del codon de inicio (G de AUG, nucleodtido 197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00310] 32. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 31, en donde al menos 174 nucleétidos, al menos 175 nucledtidos, al
menos 176 nucleotidos, al menos 180, nucledtidos, al menos 190 nucledtidos, al menos
200 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucleétidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 340 nucledtidos desde el término 5’ del
coddn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del ORF 3a y el ORF 3b.

[00311] 33. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 32, en donde al menos 174 nucledtidos, al menos 175 nucledtidos, al
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menos 176 nucleotidos, al menos 180, nucledtidos, al menos 190 nucledtidos, al menos
200 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucleétidos, al menos 300
nucleétidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 340 nucledtidos de A, U o G del codon
de inicio (AUG, nucleoétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten dentro del ORF 3a y el ORF 3b.

[00312] 34. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 33, en donde al menos 195 nucleétidos, al menos 196 nucledtidos, al
menos 197 nucledtidos, al menos 200, nucledtidos, al menos 210 nucledtidos, al menos
220 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucleétidos, al menos 300
nucledtidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 350 nucledtidos, al menos 380
nucleotidos desde el término 5" del coddn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID
NO:2) de ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten dentro del ORF 5a y el ORF 5b.
[00313] 35. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 34, en donde al menos 195 nucleétidos, al menos 196 nucledtidos, al
menos 197 nucledtidos, al menos 200, nucledtidos, al menos 210 nucledtidos, al menos
220 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucledtidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 350 nucledtidos, al menos 380
nucleotidos de A, U o G del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2)
de ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten dentro del ORF 5a y el ORF 5b.

[00314] 36. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 35, en donde entre 174 y 200 nucleotidos o entre 174 y 300 nucledtidos o
entre 174 y 348 nucledtidos desde el término 5’ del codon de inicio (AUG, nucleétidos
1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan, sustituyen o invierten dentro del ORF
3ay el ORF 3b.

[00315] 37. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 36, en donde entre 174 y 348 nucleétidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:1) o entre 173 y 347 nucledtidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO:1) o entre 172 y 346 nucleétidos de G
del codén de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del ORF 3a y el ORF 3b.

[00316] 38. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 37, en donde entre 195 y 250 nucleotidos o entre 195 y 300 nucledtidos o
entre 195 y 350 o entre 195 y 385 nucledtidos desde el término 5’ del coddn de inicio
(AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten
dentro del ORF 5a y el ORF 5b.
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[00317] 39. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 38, en donde entre 195 y 385 nucleotidos de A del coddn de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:2) o entre 194 y 384 nucledtidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucleétido 2 de la SEQ ID NO:2) o entre 193 y 383 nucledtidos de G
del coddén de inicio (G de AUG, nucleétido 3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del ORF 5a y el ORF 5b.

[00318] 40. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 39, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos del ORF 3a se
eliminan, sustituyen o invierten, y, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2
nucledtidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al
menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25
nucledtidos, al menos 50, nucleodtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100
nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos del ORF 3b se eliminan, sustituyen o invierten.

[00319] 41. EI IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 40, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleétidos del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten, y, en donde al menos 1
nucledtido, al menos 2 nucleotidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al
menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20
nucleétidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75
nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150
nucleotidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190 nucledtidos del ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00320] 42. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 41, en donde entre 1y 173 nucledtidos del ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten, y, en donde entre 1 y 175 nucleotidos del ORF 3b se eliminan, sustituyen o

invierten.
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[00321] 43. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 42, en donde entre 1y 194 nucleétidos del ORF 5a se eliminan, sustituyen
o invierten, y, en donde entre 1 y 191 nucledtidos del ORF 5b se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00322] 44. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43, en donde entre 176 y 348 nucledtidos del ORF 3a y el ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codon de inicio del ORF 3a y el
cododn de inicio del ORF 3c.

[00323] 45. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 44, en donde entre 176 y 348 nucledtidos del ORF 3a y el ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5 del codoén de inicio (AUG,
nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucleétido 348 de la SEQ ID NO:1.
[00324] 46. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 45, en donde al menos 176 nucleétidos, al menos 180 nucledtidos, al
menos 200 nucledtidos, al menos 225, nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos
300 nucledtidos, al menos 340 nucledtidos del ORF 3a y el ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 3a y el codén de
inicio del ORF 3c.

[00325] 47. El IBV o la composiciéon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 46, en donde al menos 176 nucleétidos, al menos 180 nucledtidos, al
menos 200 nucledtidos, al menos 225, nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos
300 nucledtidos, al menos 340 nucledtidos del ORF 3a y el ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de
la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucledtido 348 de la SEQ ID NO:1.

[00326] 48. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 47, en donde entre 195 y 385 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 5a y el
cododn de inicio del ORF N.

[00327] 49. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 48, en donde entre 195 y 385 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5 del codon de inicio (AUG,
nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucledtido 385 de la SEQ ID NO:2.
[00328] 50. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 49, en donde al menos 195 nucleétidos, al menos 200 nucledtidos, al

menos 225 nucledtidos, al menos 250, nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos
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350 nucledtidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 5a y el codon de
inicio del ORF N.

[00329] 51. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 50, en donde al menos 195 nucleétidos, al menos 200 nucledtidos, al
menos 225 nucleotidos, al menos 250, nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos
350 nucledtidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de
la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucleétido 385 de la SEQ ID NO:2.

[00330] 52. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 51, en donde el ORF 3a y el ORF 3b desde el término 5’ del codon de
inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucledtido 348 de la
SEQ ID NO:1 se elimina, sustituye o invierte.

[00331] 53. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 52, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:1
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3a y el ORF 3b.

[00332] 54. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 53, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos
el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
se establece en la SEQ ID NO:1 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3a y el
ORF 3b.

[00333] 55. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 54, en donde el ORF 5a y el ORF 5b desde el término 5’ del codon de
inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucleétido 385 de la
SEQ ID NO:2 se elimina, sustituye o invierte.

[00334] 56. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 55, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:2
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a y el ORF 5b.

[00335] 57. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 56, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos
el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos

el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
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se establece en la SEQ ID NO:2 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a y el
ORF 5b.

[00336] 58. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 57, en donde el IBV esta atenuado.

[00337] 59. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 58, en donde el IBV esta genéticamente manipulado por ingenieria.
[00338] 60. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 59, en donde el IBV es un IBV recombinante.

[00339] 61. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 60, en donde el IBV tiene un genotipo seleccionado de una lista de cepas
que contienen: Arkansas (tal como Arkansas 99), California (tal como California 1734/04,
California 99), Connecticut, Delaware (tal como Delaware 98), Dutch (tal como D207,
D212, D274, D3128, D3896, D8880, D1466), Florida, Georgia (tal como Georgia GA-
08, GA-12, GA-13), Gray, Holte, lowa (tal como lowa 97 y lowa 69), Italy (tal como lItaly
02), JMK, Maine (tal como Maine 209), Massachusetts (tal como M41, Beaudette, 246
G, D 580, H52, H120), Pennsylvania (tal como Pennsylvania 1220/98, Pennsylvania
Wolg/98), Qu, (tal como Qu-mv), QX (tal como GB341/96), Q1, SE 17, Variant 2 (tal
como 1S/1494/06) y 4/91 (793B).

[00340] 62. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 61, en donde el IBV es de genotipo QX, Massachusetts, 4/91, Q1 o ltaly
02.

[00341] 63. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 62, en
donde el genotipo QX se selecciona de una lista que contiene: FR-L1450T-05, FR-
L1450L-05, NL-L1449T-04, NL-L1449K-04, IBV/Ck/SP/170/09, IBV/Ck/SP/79/08,
IBV/Ck/SP/248/09, HBN, IBVQX, LX4, BJQ, CK/CH/LGD/03, GB341/96.

[00342] 64. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 62, en
donde el genotipo Massachusetts se selecciona de una lista que contiene: H120, H52,
Spain/98/308, IBMA5-1, SD/97/01, Beaudette, Spain/96/334, M41-M21883.

[00343] 65. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 62, en
donde el genotipo 4/91 se selecciona de una lista que contiene: Spain/98/328,
Spain/92/35, IR-3654-VM, FR-CR88061-88, FR-85131-85, UK-1233-95, UK/3/91,
Spain/00/336, UK/7/91, 4/91 patogénico, 4/91 atenuado, IB4-91.

[00344] 66. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 62, en
donde el genotipo Q1 se selecciona de una lista que contiene: CK/CH/LDL/98I,
CK/CH/LSD/08-10, J2, Q1, AROBER22, AR08BA21, Chile-295-10.
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[00345] 67. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 62, en
donde el genotipo Italy 02 se selecciona de una lista que contiene: Spain/99/316, Italy-
02, UK-L633-04, 1t-497-02, Spain/05/866, Spain/04/221, Spain/00/337, Spain/155/09,
Spain/03/08.

[00346] 68. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 62, en donde el IBV es del genotipo Massachusetts cepa H52.

[00347] 69. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 68, en donde la composicién inmunogénica es una vacuna.

[00348] 70. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 69, en donde la composicion inmunogénica comprende un portador
farmacéuticamente aceptable.

[00349] 71. La composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 70, en donde el
portador farmacéuticamente aceptable es solucidn salina tamponada con fosfato.
[00350] 72. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 71, en donde la composicidon inmunogénica es efectiva en el tratamiento y/o la
prevencion de signos clinicos causados por IBV en un sujeto que lo necesita.

[00351] 73. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 72, en donde la composicion inmunogénica protege contra una estimulacion
homologa.

[00352] 74. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 73, en donde la composicion inmunogénica protege contra una estimulacion con
M41.

[00353] 75. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 74, en donde dicha composicion inmunogénica se formula para una administracion
de dosis simple.

[00354] 76. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 75, en donde dicha composicién inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00355] 77. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 76, en donde la composicién inmunogénica comprende 1 a 10 logio EIDso del IBV.
[00356] 78. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 77, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 5 logio EIDso del IBV.
[00357] 79. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 78, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 4 log1o EIDso del IBV.

[00358] 80. Un kit que comprende el IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo
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con cualquiera de las clausulas 1 a 79.

[00359] 81. El kit de acuerdo con la clausula 80, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves.

[00360] 82. El kit de acuerdo con la clausula 81, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves de corral.

[00361] 83. El kit de acuerdo con la clausula 82, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencion de IB.

[00362] 84. Un método para inmunizar a un sujeto que comprende la administracion a
un sujeto de una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2a79.

[00363] 85. Un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos causados por
IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inmunogénica de acuerdo con
cualquiera de las clausulas 2 a 79.

[00364] 86. Un método de reduccion de ciliostasis en un sujeto que lo necesita, en
comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma especie,
que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 79.
[00365] 87. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 79 para usar en un método de inmunizacién de un sujeto, que comprende la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién
inmunogénica.

[00366] 88. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 79 para usar en un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos
causados por IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al
sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicion inmunogénica.
[00367] 89. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 79 para usar en un método de reduccién de ciliostasis en un sujeto que lo necesita,
en comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma
especie, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente
eficaz de dicha composicién inmunogénica.

[00368] 90. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 89, en

donde dicho sujeto es un ave.
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[00369] 91. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 90, en
donde dicho sujeto es un ave de corral.

[00370] 92. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 91, en
donde dicho sujeto se selecciona de la lista que consiste en pollo, pavo, codorniz o
faisan.

[00371] 93. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 92, en
donde la composicién inmunogénica se administra una vez.

[00372] 94. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 92, en
donde la composicion inmunogénica se administra en dos o mas dosis.

[00373] 95. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 94, en
donde dicha composicion inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00374] 96. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 95, en
donde dicha composicién inmunogénica se administra por gota oftalmica.

[00375] 97. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 96, en
donde la composicion inmunogénica comprende 1 a 10 log1o EIDso del IBV.

[00376] 98. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 97, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 5 log1o EIDso del IBV.

[00377] 99. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 98, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 4 log1 EIDs del IBV.

[00378] 100. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 99, en
donde la composicion inmunogénica se administra a sujetos dentro de la primera
semana de edad, dentro del primer al tercer dia de edad, dentro de los dos primeros
dias de edad o dentro del primer dia de edad.

[00379] 101. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 100,
en donde la composicién inmunogénica se administra a sujetos dentro del primer dia de
edad.

[00380] 102. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 101,
en donde dicho método resulta en una mejora en un parametro de eficacia seleccionado
del grupo que consiste en: prevencion o reduccion de ciliostasis, prevencion o reduccion
de estertores, prevencion o reduccion de caida de huevos, prevencion o reduccion de
lesiones renales, prevencion o reduccion de diarrea acuosa, prevencion o reduccion de
la pérdida de peso, una menor carga viral, una dispersién viral reducida o sus
combinaciones, en comparacion con un sujeto de un grupo de control no tratado de la

misma especie.
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[00381] 103. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 102,
en donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccion de
ciliostasis en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00382] 104. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 103,
en donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccién de
lesiones renales en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la
misma especie.

[00383] 105. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 84 a 104,
en donde el tratamiento o la prevencién resulta en una prevencion o reduccion de caida
de huevos en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00384] 106. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 79 para uso terapéutico.

[00385] 107. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 79 para usar como un inmunogeno o vacuna.

[00386] 108. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 79 para usar como un medicamento.

[00387] 109. Uso del IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 79 para la fabricacion de un medicamento.

[00388] 110. Uso del IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 79 para el tratamiento y/o la prevencion de infecciones por IBV en un
sujeto.

Ademas, también se describen las siguientes clausulas en la presente:

[00389] 1. Un método de propagacion y modificacidon genémica de IBV que comprende:
a) transfectar el ARN viral de un IBV en células;

b) cotransfectar las células de la etapa a) con un primer ARN viral de IBV parcial,
en donde dicho primer ARN viral de IBV parcial codifica una proteina de superficie de
un coronavirus diferente;

c) seleccionar clones de IBV infecciosos quiméricos positivos para dicha proteina
de superficie de los diferentes coronavirus de dicho ARN viral de IBV parcial;

d) transfectar un segundo ARN viral de IBV parcial en una linea celular positiva para
un clon de IBV infeccioso quimérico de la etapa c), en donde dicho segundo ARN viral
de IBV parcial codifica una proteina de superficie de un IBV, y en donde dicho segundo

ARN viral de IBV parcial lleva otras modificaciones;
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e) inocular las células de la etapa d) en los huevos de ave embrionados;

f) seleccionar gendémicamente el IBV modificado de los huevos de ave
embrionados de la etapa e), en donde el IBV gendmicamente modificado tiene la
proteina de superficie de un IBV y, en donde el IBV genémicamente modificado lleva
dichas modificaciones adicionales.

[00390] 2. El método de acuerdo con la clausula 1, en donde el IBV es de genotipo QX,
Massachusetts, 4/91, Q1 o Italy 02.

[00391] 3. EIl método de acuerdo con la clausula 1 0 2, en donde el IBV tiene un genotipo
seleccionado de una lista de cepas que contienen: Arkansas (tal como Arkansas 99),
California (tal como California 1734/04, California 99), Connecticut, Delaware (tal como
Delaware 98), Dutch (tal como D207, D212, D274, D3128, D3896, D8880, D1466),
Florida, Georgia (tal como Georgia GA-O8), Gray, Holte, lowa (tal como lowa 97 y lowa
69), ltaly (tal como Italy 02), JMK, Maine (tal como Maine 209), Massachusetts (tal como
M41, Beaudette, 246 G, D 580, H52, H120 correct?), Pennsylvania (tal como
Pennsylvania 1220/98, Pennsylvania Wolg/98), Qu, (tal como Qu-mv), QX (tal como
GB341/96), Q1, SE 17, Variant 2 (tal como 1S/1494/06) y 4/91 (793B).

[00392] 4. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 3, en donde la
transfeccion es microinyeccion.

[00393] 5. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 3, en donde la
transfeccion es electroporacion.

[00394] 6. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 5, en donde la
transfeccion en la etapa a) de acuerdo con la clausula 1 y la cotransfeccion en la etapa
b) de acuerdo con la clausula 1 se llevan a cabo de modo simultaneo.

[00395] 7. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 6, en donde las
células tienen un origen mamifero, aviar o vertebrado.

[00396] 8. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 7, en donde las
células se seleccionan del grupo que consiste en: BHK (rifidon de hamster bebé)-21, Vero
(células epiteliales de rindn de mono verde africano), Cos-7 (células de rifidn de tipo
fibroblasto de mono verde africano Cercopitecus aetiops), CK (rifion de pollo), CEF
(fibroblastos de embrion de pollo), células de higado de embrion de pollo (CELC),
células dérmicas de embrion de pollo (CED), células Vero y células 293T.

[00397] 9. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 8, en donde las
células se cocultivan con un segundo tipo de células, en donde el segundo tipo de
células se origina de la misma especie que la especificidad de especie es de dicho

coronavirus diferente.
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[00398] 10. EIl método de acuerdo con la clausula 9, en donde el segundo tipo de células
para cocultivo son células originadas de ratén, gato, cerdo, humano o pavo.

[00399] 11. El método de acuerdo con la clausula 9 o 10, en donde el segundo tipo de
células para cocultivo es LR7 de ratéon, L2R de raton, L2 de ratéon, mTAL de raton
(extremidad ascendente gruesa medular del ratén), FCWF felino (feto entero de Felis
catus), ST (testiculos de cerdos) o LLC-PK (células epitelial de rifion de cerdo).
[00400] 12. El método de acuerdo con la clausula 9 o 10, en donde el segundo tipo de
células para cocultivo es LR7 de raton.

[00401] 13. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 12, en donde la
etapa de cotransfeccion en la etapa b) de acuerdo con la clausula 1 también comprende
la cocotransfeccion de un ARN que codifica una proteina de nucleocapside de
coronavirus (proteina N).

[00402] 14. El método de acuerdo con la clausula 13, en donde el ARN que codifica un
gen de coronavirus N es un ARN que codifica la proteina N de IBV, la proteina N de
MHYV, la proteina N de FIPV o la proteina N de SDCV.

[00403] 15. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 14, en donde la
proteina de superficie es una proteina de unién con el receptor o una de sus partes.
[00404] 16. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 15, en donde la
proteina de superficie es una proteina spike o una de sus partes.

[00405] 17. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 16, en donde la
proteina de superficie es el ectodominio de la proteina spike o una de sus partes.
[00406] 18. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 17, en donde la
proteina de superficie de un coronavirus diferente de la etapa b) de acuerdo con la
clausula 1 es una proteina de superficie de MHV, FIPV, PEDV o SDCV o una de sus
partes.

[00407] 19. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 17, en donde la
proteina de superficie de un diferente coronavirus de la etapa b) de acuerdo con la
clausula 1 es una proteina de union con el receptor de MHV, FIPV, PEDV o SDCV o
una de sus partes.

[00408] 20. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 19, en donde la
proteina de superficie de un diferente coronavirus de la etapa b) de acuerdo con la
clausula 1 es una proteina spike de MHV, FIPV, PEDV o SDCV o una de sus partes.
[00409] 21. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 19, en donde la
proteina de superficie de un diferente coronavirus de la etapa b) de acuerdo con la

clausula 1 es un ectodominio de una proteina spike de MHV, FIPV, PEDV o SDCV o
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una de sus partes.

[00410] 22. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 21, en donde
dicha proteina de superficie de un diferente coronavirus es de un coronavirus distinto de
IBV.

[00411] 23. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 22, en donde
dicha proteina de superficie de un diferente coronavirus es una proteina spike de MHV
0 una de sus partes.

[00412] 24. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 23, en donde
dicha proteina de superficie de un diferente coronavirus es el ectodominio de la proteina
spike de MHV o una de sus partes.

[00413] 25. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 24, en donde
dicho clon de IBV infeccioso quimérico comprende una proteina spike o una de sus
partes de MHV, FIPV, PEDV o SDCV.

[00414] 26. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 25, en donde
dicho clon de IBV infeccioso quimérico comprende el ectodominio de a proteina spike o
una de sus partes de MHV, FIPV, PEDV o SDCV.

[00415] 27. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 26, en donde
dicho clon de IBV infeccioso quimérico comprende una proteina spike de MHV o una de
Sus partes.

[00416] 28. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 27, en donde
dicho clon de IBV infeccioso quimérico comprende el ectodominio de la proteina spike
de MHV o una de sus partes.

[00417] 29. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 28, en donde
dicho huevo de ave embrionario es de pollo, pavo, codorniz o faisan.

[00418] 30. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 29, en donde
dicho huevo de ave embrionario es un huevo de gallina.

[00419] 31. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 30, en donde la
seleccion de clones de IBV infeccioso comprende un método seleccionado del grupo
que consiste en: RT-PCR, RT-PCR en tiempo real, Northern Blots, Western Blots,
radioinmunoensayo, ensayo ELISA, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica,
hibridacion in situ.

[00420] 32. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 31, en donde
dicho ARN viral de IBV parcial es un ARN viral recombinante.

[00421] 33. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 32, en donde

dicho ARN viral de IBV parcial es un ARN viral sintético.
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[00422] 34. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 33, en donde
dicho segundo ARN viral de IBV parcial de acuerdo con la clausula 1 codifica una
proteina spike de IBV o una de sus partes.

[00423] 35. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 34, en donde
dicho segundo ARN viral de IBV parcial de acuerdo con la clausula 1 codifica el
ectodominio de una proteina spike de IBV o una de sus partes.

[00424] 36. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 35, en donde
dicha modificacion en dicho segundo ARN viral de IBV parcial se selecciona del grupo
que consiste en: una eliminacién completa de un gen, ORF, promotor o cualquier
secuencia no codificadora, una eliminacién parcial de un gen, ORF, promotor o cualquier
secuencia no codificadora, una truncacién de un gen, ORF, promotor o cualquier
secuencia no codificadora, una inversiéon de un gen, ORF, promotor o cualquier
secuencia no codificadora, una relocacién de un gen, ORF, promotor o cualquier
secuencia no codificadora, una insercion de acidos nucleicos dentro de un gen, ORF,
promotor o cualquier secuencia no codificadora, una sustitucion de acidos nucleicos
dentro de un gen, ORF, promotor o cualquier secuencia no codificadora.

[00425] 37. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 36, en donde
dicha modificacion en dicho segundo ARN viral de IBV parcial es una eliminacion
completa o parcial del ORF 3ay una eliminacion parcial del ORF 3b y/o una eliminacién
completa o parcial del ORF 5a y una eliminacion parcial del ORF 5b, una truncacion
completa o parcial del ORF 3a y una eliminacion parcial del ORF 3b y/o una truncacién
completa o parcial del ORF 5a y una eliminacion parcial del ORF 5b, una inversion
completa o parcial del ORF 3a y una inversién parcial del ORF 3b y/o una inversion
completa o parcial del ORF 5a y una inversion parcial del ORF 5b, una relocacién
completa o parcial del ORF 3a y una relocacion parcial del ORF 3b y/o una relocacién
completa o parcial del ORF 5a y una relocacioén parcial del ORF 5b, una insercién de
acidos nucleicos dentro del ORF 3a y el ORF 3b y/o el ORF 5a y el ORF 5b, una
sustitucion de acidos nucleicos dentro del ORF 3a y el ORF 3b y/o el ORF 5a y el ORF
5b.

[00426] 38. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 36, en donde
dicha modificacion en dicho segundo ARN viral de IBV parcial es una eliminacion,
sustitucion o inversion completa o parcial del ORF 3a y una eliminacion, sustitucion o
inversion parcial del ORF 3b y/o una eliminacion, sustitucion o inversion completa o
parcial del ORF 5a y una eliminacion, sustitucion o inversion parcial del ORF 5b.

[00427] 39. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 36, en donde
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dicha modificacion en dicho segundo ARN viral de IBV parcial es una truncacion del
ORF 3ay el ORF 3b y/o el ORF 5ay el ORF 5b.

[00428] 40. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 39, en donde la
seleccion de IBV gendémicamente modificado de huevos de gallina embrionados
comprende un método seleccionado del grupo que consiste en RT-PCR, RT-PCR en
tiempo real, Northern Blots, Western Blots, radioinmunoensayo, ensayo ELISA,
inmunofluorescencia inmunohistoquimica, hibridacion in situ, dilucién de punto final.
[00429] 41. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 40, en donde
dicho IBV gendmicamente modificado es un IBV recombinante.

[00430] 42. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 41, en donde
dicho IBV gendmicamente modificado esta atenuado.

[00431] 43. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 42, en donde la
seleccion de dicho coronavirus gendmicamente modificado en huevos de gallina
embrionados se lleva a cabo por dilucién limitada.

[00432] 44. Un método de preparacion de una vacuna de IBV atenuado que comprende
el método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 43.

[00433] 45. El método de acuerdo con la clausula 44 que comprende la mezcla del IBV
atenuado con un portador farmacéuticamente aceptable.

[00434] 46. Una célula que comprende un IBV de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43.

[00435] 47. Un huevo de ave embrionado que comprende un IBV de acuerdo con
cualquiera de las clausulas 1 a 43.

[00436] 48. Un huevo de gallina embrionado que comprende un IBV de acuerdo con
cualquiera de las clausulas 1 a 42.

[00437] 49. Un IBV atenuado obtenido por el método de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 42.

[00438] Ademas, en la presente también se describen las siguientes
clausulas relacionadas con una inactivaciéon de ORF 3a:

[00439] 1. Un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3a esta inactivado.
[00440] 2. Una composiciéon inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 3a esta inactivado.

[00441] 3. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1 0 2, en
donde dicha inactivacion de ORF 3a no afecta la expresion de ORF S y/o no la actividad
de la proteina S.

[00442] 4. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
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clausulas 1 a 3, en donde dicha inactivacion de ORF 3a no afecta la expresion de ORF
3b y/o no la actividad de la proteina 3b.

[00443] 5. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 4, en donde dicha inactivacién es una eliminacion completa o parcial del
ORF 3a, una truncacion completa o parcial del ORF 3a, una inversiéon completa o parcial
del ORF 3a, una relocacion completa o parcial del ORF 3a, una inserciéon de acidos
nucleicos dentro del ORF 3a, una sustitucién de acidos nucleicos dentro del ORF 3a.
[00444] 6. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 5, en donde el ORF 3a se elimina, sustituye o invierte parcialmente.
[00445] 7. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 6, en donde el ORF 3a se elimina parcialmente.

[00446] 8. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 7, en donde el coddn de inicio de ORF 3a esta inactivado.

[00447] 9. EI IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 8, en donde el codon de inicio de ORF 3a (AUG, nucledtidos 1-3 de la
SEQ ID NO:1) esta inactivado.

[00448] 10. EI IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 8 o la
clausula 9, en donde dicha inactivacion del codén de inicio (AUG) de ORF 3a es una
eliminacion, una sustitucion o una inversion.

[00449] 11. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 10, en donde el ORF 3a esta truncado desde el término 5’ del coddn de
inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a.

[00450] 12. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 11, en donde el ORF 3a esta truncado de A, U o G del coddn de inicio
(AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a.

[00451] 13. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 12, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucleodtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucleédtidos desde el término 5’ del
coddn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00452] 14. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 13, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3
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nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleodtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucleédtidos de A, U o G del coddn
de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00453] 15. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 14, en donde entre 1 y 173 nucledtidos desde el término 5’ del coddn de
inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00454] 16. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 15, en donde entre 1 y 173 nucledtidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 172 nucleétidos de U del codon de
inicio (U de AUG, nucleétido 2 de la SEQ ID NO:1) o entre 1y 171 nucleétidos de G del
cododn de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00455] 17. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 16, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos del ORF 3a se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00456] 18. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 17, en donde entre 1y 173 nucleétidos del ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00457] 19. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 18, en donde el ORF 3a desde el término 5’ del coddn de inicio (AUG,
nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucleétido 173 de la SEQ ID NO:1
se elimina, sustituye o invierte.

[00458] 20. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 19, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:33
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3a.

[00459] 21. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 20, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos
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el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
se establece en la SEQ ID NO:33 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3a.
[00460] 22. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 21, en donde el IBV esta atenuado.

[00461] 23. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 22, en donde el IBV esta genéticamente manipulado por ingenieria.
[00462] 24. EI IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 23, en donde el IBV es un IBV recombinante.

[00463] 25. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 24, en donde el IBV tiene un genotipo seleccionado de una lista de cepas
que contienen: Arkansas (tal como Arkansas 99), California (tal como California 1734/04,
California 99), Connecticut, Delaware (tal como Delaware 98), Dutch (tal como D207,
D212, D274, D3128, D3896, D8880, D1466), Florida, Georgia (tal como Georgia GA-
08, GA-12, GA-13), Gray, Holte, lowa (tal como lowa 97 y lowa 69), Italy (tal como Italy
02), JMK, Maine (tal como Maine 209), Massachusetts (tal como M41, Beaudette, 246
G, D 580, H52, H120), Pennsylvania (tal como Pennsylvania 1220/98, Pennsylvania
Wolg/98), Qu, (tal como Qu-mv), QX (tal como GB341/96), Q1, SE 17, Variant 2 (tal
como 1S/1494/06) y 4/91 (793B).

[00464] 26. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 25, en donde el IBV es de genotipo QX, Massachusetts, 4/91, Q1 o ltaly
02.

[00465] 27. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo QX se selecciona de una lista que contiene: FR-L1450T-05, FR-
L1450L-05, NL-L1449T-04, NL-L1449K-04, IBV/Ck/SP/170/09, IBV/Ck/SP/79/08,
IBV/Ck/SP/248/09, HBN, IBVQX, LX4, BJQ, CK/CH/LGD/03, GB341/96.

[00466] 28. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo Massachusetts se selecciona de una lista que contiene: H120, H52,
Spain/98/308, IBMA5-1, SD/97/01, Beaudette, Spain/96/334, M41-M21883.

[00467] 29. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo 4/91 se selecciona de una lista que contiene: Spain/98/328,
Spain/92/35, IR-3654-VM, FR-CR88061-88, FR-85131-85, UK-1233-95, UK/3/91,
Spain/00/336, UK/7/91, 4/91 patogénico, 4/91 atenuado, IB4-91.

[00468] 30. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
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donde el genotipo Q1 se selecciona de una lista que contiene: CK/CH/LDL/98I,
CK/CH/LSD/08-10, J2, Q1, AROBER22, AR0O8BA21, Chile-295-10.

[00469] 31. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo Italy 02 se selecciona de una lista que contiene: Spain/99/316, Italy-
02, UK-L633-04, 1t-497-02, Spain/05/866, Spain/04/221, Spain/00/337, Spain/155/09,
Spain/03/08.

[00470] 32. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 26, en donde el IBV es del genotipo Massachusetts cepa H52.

[00471] 33. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 32, en donde la composicién inmunogénica es una vacuna.

[00472] 34. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 33, en donde la composiciéon inmunogénica comprende un portador
farmacéuticamente aceptable.

[00473] 35. La composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 34, en donde el
portador farmacéuticamente aceptable es solucién salina tamponada con fosfato.
[00474] 36. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 35, en donde la composicidon inmunogénica es efectiva en el tratamiento y/o la
prevencion de signos clinicos causados por IBV en un sujeto que lo necesita.

[00475] 37. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 36, en donde la composicidbn inmunogénica protege contra una estimulacion
homologa.

[00476] 38. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 37, en donde la composicion inmunogénica protege contra una estimulacion con
M41.

[00477] 39. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 38, en donde dicha composicion inmunogénica se formula para una administracion
de dosis simple.

[00478] 40. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 39, en donde dicha composicién inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00479] 41. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 40, en donde la composicion inmunogénica comprende 1 a 10 log1o EIDso del IBV.
[00480] 42. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 41, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 5 logio EIDso del IBV.

[00481] 43. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
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2 a 42, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 4 logio EIDso del IBV.
[00482] 44. Un kit que comprende el IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo
con cualquiera de las clausulas 1 a 43.

[00483] 45. El kit de acuerdo con la clausula 44, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves.

[00484] 46. El kit de acuerdo con la clausula 45, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves de corral.

[00485] 47. El kit de acuerdo con las clausulas 46, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencion de IB.

[00486] 48. Un método para inmunizar a un sujeto que comprende la administracion a
un sujeto de una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a43.

[00487] 49. Un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos causados por
IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicidon inmunogénica de acuerdo con
cualquiera de las clausulas 2 a 43.

[00488] 50. Un método de reduccion de ciliostasis en un sujeto que lo necesita, en
comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma especie,
que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 43.
[00489] 51. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43 para usar en un método de inmunizacién de un sujeto, que comprende la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién
inmunogénica.

[00490] 52. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43 para usar en un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos
causados por IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al
sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién inmunogénica.
[00491] 53. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43 para usar en un método de reduccioén de ciliostasis en un sujeto que lo necesita,
en comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma
especie, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente

eficaz de dicha composicion inmunogénica.
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[00492] 54. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 53, en
donde dicho sujeto es un ave.

[00493] 55. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 54, en
donde dicho sujeto es un ave de corral.

[00494] 56. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 55, en
donde dicho sujeto se selecciona de la lista que consiste en pollo, pavo, codorniz o
faisan.

[00495] 57. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 56, en
donde la composicion inmunogénica se administra una vez.

[00496] 58. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 56, en
donde la composicién inmunogénica se administra en dos o mas dosis.

[00497] 59. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 58, en
donde dicha composicién inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00498] 60. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 59, en
donde dicha composicién inmunogénica se administra por gota oftalmica.

[00499] 61. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 60, en
donde la composicion inmunogénica comprende 1 a 10 log1o EIDso del IBV.

[00500] 62. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 61, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 5 log1 EIDs del IBV.

[00501] 63. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 62, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 4 log1o EIDso del IBV.

[00502] 64. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 63, en
donde la composicion inmunogénica se administra a sujetos dentro de la primera
semana de edad, dentro del primer al tercer dia de edad, dentro de los dos primeros
dias de edad o dentro del primer dia de edad.

[00503] 65. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 64, en
donde la composicion inmunogénica se administra a sujetos dentro del primer dia de
edad.

[00504] 66. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 65, en
donde dicho método resulta en una mejora en un parametro de eficacia seleccionado
del grupo que consiste en: prevencion o reduccion de ciliostasis, prevencion o reduccion
de estertores, prevencion o reduccion de caida de huevos, prevencion o reduccion de
lesiones renales, prevencion o reduccion de diarrea acuosa, prevencion o reduccion de

la pérdida de peso, una menor carga viral, una dispersién viral reducida o sus
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combinaciones, en comparacion con un sujeto de un grupo de control no tratado de la
misma especie.

[00505] 67. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 66, en
donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencién o reduccion de ciliostasis
en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma especie.
[00506] 68. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 67, en
donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccién de lesiones
renales en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00507] 69. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 68, en
donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccion de caida de
huevos en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00508] 70. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43 para uso terapéutico.

[00509] 71. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43 para usar como un inmunogeno o vacuna.

[00510] 72. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43 para usar como un medicamento.

[00511] 73. Uso del IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 43 para la fabricacion de un medicamento.

[00512] 74. Uso del IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 43 para el tratamiento y/o la prevencion de infecciones por IBV en un
sujeto.

[00513] Las siguientes clausulas referentes a una inactivacion de ORF 3b
también se describen en la presente:

[00514] 1. Un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 3b esta inactivado.
[00515] 2. Una composicidon inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 3b esta inactivado.

[00516] 3. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1 0 2, en
donde dicha inactivacion de ORF 3b no afecta la expresion de ORF 3a y/o no la actividad
de la proteina 3a.

[00517] 4. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 3, en donde dicha inactivacién de ORF 3b no afecta la expresion de ORF

3c y/o no la actividad de la proteina E.
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[00518] 5. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 4, en donde dicha inactivacion es una eliminacion parcial del ORF 3b, una
truncacion parcial del ORF 3b, una inversion parcial del ORF 3b, una relocacion parcial
del ORF 3b, una insercién de acidos nucleicos dentro del ORF 3b, una sustitucion de
acidos nucleicos dentro del ORF 3b.

[00519] 6. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 5, en donde el ORF 3b se elimina, sustituye o invierte parcialmente.
[00520] 7. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 6, en donde el ORF 3b se elimina parcialmente.

[00521] 8. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 7, en donde el coddn de inicio de ORF 3b esta inactivado.

[00522] 9. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 8, en donde el codén de inicio de ORF 3b (AUG, nucleotidos 174-176 de
la SEQ ID NO:1) esta inactivado.

[00523] 10. El IBV o la composiciéon inmunogénica de acuerdo con la clausula 8 o la
clausula 9, en donde dicha inactivacion del codén de inicio (AUG) de ORF 3b es una
eliminacion, una sustitucién o una inversion.

[00524] 11. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 10, en donde el ORF 3b esta truncado desde el término 5’ del coddn de
inicio (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3b.

[00525] 12. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 11, en donde el ORF 3b esta truncado de A, U o G del coddn de inicio
(AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3b.

[00526] 13. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 12, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucleodtidos, al menos 170 nucledtidos desde el término 5’ del
codon de inicio (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00527] 14. EI IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 13, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,

al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucledétidos, al menos 25 nucledtidos, al menos
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50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos de A, U o G del codon
de inicio (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00528] 15. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 14, en donde entre 1 y 175 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucleotidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00529] 16. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 15, en donde entre 1 y 175 nucleétidos de A del codén de inicio (A de
AUG, nucleétido 174 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 174 nucleétidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucledtido 175 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 173 nucledtidos de G
del codon de inicio (G de AUG, nucleétido 176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00530] 17. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 16, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleotidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos del ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00531] 18. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 17, en donde entre 1y 175 nucleétidos del ORF 3b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00532] 19. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 18, en donde el ORF 3b desde el término 5’ del coddn de inicio (AUG,
nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b al nucledtido 348 de la SEQ ID
NO:1 se elimina, sustituye o invierte.

[00533] 20. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 19, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:34
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3b.

[00534] 21. EI IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 20, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos

el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos

el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
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el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
se establece en la SEQ ID NO:34 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3b.
[00535] 22. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 21, en donde el IBV esta atenuado.

[00536] 23. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 22, en donde el IBV esta genéticamente manipulado por ingenieria.
[00537] 24. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 23, en donde el IBV es un IBV recombinante.

[00538] 25. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 24, en donde el IBV tiene un genotipo seleccionado de una lista de cepas
que contienen: Arkansas (tal como Arkansas 99), California (tal como California 1734/04,
California 99), Connecticut, Delaware (tal como Delaware 98), Dutch (tal como D207,
D212, D274, D3128, D3896, D8880, D1466), Florida, Georgia (tal como Georgia GA-
08, GA-12, GA-13), Gray, Holte, lowa (tal como lowa 97 y lowa 69), Italy (tal como lItaly
02), JMK, Maine (tal como Maine 209), Massachusetts (tal como M41, Beaudette, 246
G, D 580, H52, H120), Pennsylvania (tal como Pennsylvania 1220/98, Pennsylvania
Wolg/98), Qu, (tal como Qu-mv), QX (tal como GB341/96), Q1, SE 17, Variant 2 (tal
como 1S/1494/06) y 4/91 (793B).

[00539] 26. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 25, en donde el IBV es de genotipo QX, Massachusetts, 4/91, Q1 o ltaly
02.

[00540] 27. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo QX se selecciona de una lista que contiene: FR-L1450T-05, FR-
L1450L-05, NL-L1449T-04, NL-L1449K-04, IBV/Ck/SP/170/09, IBV/Ck/SP/79/08,
IBV/Ck/SP/248/09, HBN, IBVQX, LX4, BJQ, CK/CH/LGD/03, GB341/96.

[00541] 28. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo Massachusetts se selecciona de una lista que contiene: H120, H52,
Spain/98/308, IBMA5-1, SD/97/01, Beaudette, Spain/96/334, M41-M21883.

[00542] 29. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo 4/91 se selecciona de una lista que contiene: Spain/98/328,
Spain/92/35, IR-3654-VM, FR-CR88061-88, FR-85131-85, UK-1233-95, UK/3/91,
Spain/00/336, UK/7/91, 4/91 patogénico, 4/91 atenuado, IB4-91.

[00543] 30. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo Q1 se selecciona de una lista que contiene: CK/CH/LDL/98I,
CK/CH/LSD/08-10, J2, Q1, AROBER22, AR08BA21, Chile-295-10.
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[00544] 31. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo Italy 02 se selecciona de una lista que contiene: Spain/99/316, Italy-
02, UK-L633-04, 1t-497-02, Spain/05/866, Spain/04/221, Spain/00/337, Spain/155/09,
Spain/03/08.

[00545] 32. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 26, en donde el IBV es del genotipo Massachusetts cepa H52.

[00546] 33. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 32, en donde la composicién inmunogénica es una vacuna.

[00547] 34. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 33, en donde la composicion inmunogénica comprende un portador
farmacéuticamente aceptable.

[00548] 35. La composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 34, en donde el
portador farmacéuticamente aceptable es solucién salina tamponada con fosfato.
[00549] 36. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 35, en donde la composicion inmunogénica es efectiva en el tratamiento y/o la
prevencion de signos clinicos causados por IBV en un sujeto que lo necesita.

[00550] 37. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 36, en donde la composicion inmunogénica protege contra una estimulacion
homodloga.

[00551] 38. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 37, en donde la composicion inmunogeénica protege contra una estimulacion con
M41.

[00552] 39. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 38, en donde dicha composicion inmunogénica se formula para una administracion
de dosis simple.

[00553] 40. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 39, en donde dicha composicién inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00554] 41. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 40, en donde la composicién inmunogénica comprende 1 a 10 logio EIDso del IBV.
[00555] 42. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 41, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 5 logio EIDso del IBV.
[00556] 43. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 42, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 4 log1o EIDso del IBV.

[00557] 44. Un kit que comprende el IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo
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con cualquiera de las clausulas 1 a 43.

[00558] 45. El kit de acuerdo con la clausula 44, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves.

[00559] 46. El kit de acuerdo con la clausula 45, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves de corral.

[00560] 47. El kit de acuerdo con las clausulas 46, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencion de IB.

[00561] 48. Un método para inmunizar a un sujeto que comprende la administracion a
un sujeto de una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a43.

[00562] 49. Un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos causados por
IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inmunogénica de acuerdo con
cualquiera de las clausulas 2 a 43.

[00563] 50. Un método de reduccion de ciliostasis en un sujeto que lo necesita, en
comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma especie,
que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 43.
[00564] 51. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43 para usar en un método de inmunizacién de un sujeto, que comprende la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién
inmunogénica.

[00565] 52. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43 para usar en un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos
causados por IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al
sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicion inmunogénica.
[00566] 53. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43 para usar en un método de reduccién de ciliostasis en un sujeto que lo necesita,
en comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma
especie, que comprende la administracién al sujeto de una cantidad terapéuticamente
eficaz de dicha composicién inmunogénica.

[00567] 54. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 53, en

donde dicho sujeto es un ave.
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[00568] 55. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 54, en
donde dicho sujeto es un ave de corral.

[00569] 56. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 55, en
donde dicho sujeto se selecciona de la lista que consiste en pollo, pavo, codorniz o
faisan.

[00570] 57. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 56, en
donde la composicién inmunogénica se administra una vez.

[00571] 58. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 56, en
donde la composicion inmunogénica se administra en dos o mas dosis.

[00572] 59. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 58, en
donde dicha composicion inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00573] 60. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 59, en
donde dicha composicién inmunogénica se administra por gota oftalmica.

[00574] 61. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 60, en
donde la composicion inmunogénica comprende 1 a 10 log1o EIDso del IBV.

[00575] 62. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 61, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 5 log1o EIDso del IBV.

[00576] 63. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 62, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 4 log1 EIDs del IBV.

[00577] 64. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 63, en
donde la composicion inmunogénica se administra a sujetos dentro de la primera
semana de edad, dentro del primer al tercer dia de edad, dentro de los dos primeros
dias de edad o dentro del primer dia de edad.

[00578] 65. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 64, en
donde la composicién inmunogénica se administra a sujetos dentro del primer dia de
edad.

[00579] 66. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 65, en
donde dicho método resulta en una mejora en un parametro de eficacia seleccionado
del grupo que consiste en: prevencion o reduccion de ciliostasis, prevencion o reduccion
de estertores, prevencion o reduccion de caida de huevos, prevencion o reduccion de
lesiones renales, prevencion o reduccion de diarrea acuosa, prevencion o reduccion de
la pérdida de peso, una menor carga viral, una dispersion viral reducida o sus
combinaciones, en comparacion con un sujeto de un grupo de control no tratado de la

misma especie.
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[00580] 67. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 66, en
donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccion de ciliostasis
en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma especie.
[00581] 68. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 67, en
donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccién de lesiones
renales en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00582] 69. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 68, en
donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccion de caida de
huevos en comparacién con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00583] 70. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43 para uso terapéutico.

[00584] 71. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43 para usar como un inmunogeno o vacuna.

[00585] 72. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43 para usar como un medicamento.

[00586] 73. Uso del IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 43 para la fabricacion de un medicamento.

[00587] 74. Uso del IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 43 para el tratamiento y/o la prevencion de infecciones por IBV en un
sujeto.

Las siguientes clausulas referidas a la inactivacion de ORF 5a también se
describen en la presente:

[00588] 1. Un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5a esta inactivado.
[00589] 2. Una composiciéon inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 5a esta inactivado.

[00590] 3. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1 0 2, en
donde dicha inactivacion de ORF 5a no afecta la expresion de ORF 5b y/o no la actividad
de la proteina 5b.

[00591] 4. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 3, en donde dicha inactivacion es una eliminacién completa o parcial del
ORF 5a, una truncacion completa o parcial del ORF 5a, una inversion completa o parcial
del ORF 5a, una relocacion completa o parcial del ORF 5a, una insercion de acidos

nucleicos dentro del ORF 5a, una sustitucion de acidos nucleicos dentro del ORF 5a.
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[00592] 5. EI IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 4, en donde el ORF 5a se elimina, sustituye o invierte parcialmente.
[00593] 6. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 5, en donde el ORF 5a se elimina parcialmente.

[00594] 7. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 6, en donde el coddn de inicio de ORF 5a esta inactivado.

[00595] 8. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 7, en donde el codon de inicio de ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la
SEQ ID NO:2) esta inactivado.

[00596] 9. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 7 o la
clausula 8, en donde dicha inactivacion del codén de inicio (AUG) de ORF 5a es una
eliminacion, una sustitucion o una inversion.

[00597] 10. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 7 a 9, en donde dicha inactivacion del codén de inicio (AUG) de ORF 5a es
una eliminacion.

[00598] 11. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 10, en donde el ORF 5a esta truncado desde el término 5’ del codon de
inicio de ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2).

[00599] 12. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 11, en donde el ORF 5a esta truncado de A, U o G del codén de inicio de
ORF 5a (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2).

[00600] 13. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 12, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos desde el término 5" del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID
NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten.

[00601] 14. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 13, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125

nucledétidos, al menos 150 nucleétidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
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nucledtidos de A, U o G del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2)
del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten.

[00602] 15. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 14, en donde entre 1 y 194 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00603] 16. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 15, en donde entre 1 y 194 nucledtidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 193 nucleétidos de U del coddn de
inicio (U de AUG, nucleétido 2 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 192 nucleétidos de G del
codon de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00604] 17. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 16, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten.

[00605] 18. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 17, en donde entre 1y 194 nucleétidos del ORF 5a se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00606] 19. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 18, en donde el ORF 5a desde el término 5’ del coddn de inicio (AUG,
nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucleétido 194 de la SEQ ID NO:2
se elimina, sustituye o invierte.

[00607] 20. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 19, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:35
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a.

[00608] 21. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 20, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos

el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como

se establece en la SEQ ID NO:35 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a.
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[00609] 22. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 21, en donde el IBV esta atenuado.

[00610] 23. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 22, en donde el IBV esta genéticamente manipulado por ingenieria.
[00611] 24. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 23, en donde el IBV es un IBV recombinante.

[00612] 25. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 24, en donde el IBV tiene un genotipo seleccionado de una lista de cepas
que contienen: Arkansas (tal como Arkansas 99), California (tal como California 1734/04,
California 99), Connecticut, Delaware (tal como Delaware 98), Dutch (tal como D207,
D212, D274, D3128, D3896, D8880, D1466), Florida, Georgia (tal como Georgia GA-
08, GA-12, GA-13), Gray, Holte, lowa (tal como lowa 97 y lowa 69), Italy (tal como lItaly
02), JMK, Maine (tal como Maine 209), Massachusetts (tal como M41, Beaudette, 246
G, D 580, H52, H120), Pennsylvania (tal como Pennsylvania 1220/98, Pennsylvania
Wolg/98), Qu, (tal como Qu-mv), QX (tal como GB341/96), Q1, SE 17, Variant 2 (tal
como 1S/1494/06) y 4/91 (793B).

[00613] 26. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 25, en donde el IBV es de genotipo QX, Massachusetts, 4/91, Q1 o Italy
02.

[00614] 27. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo QX se selecciona de una lista que contiene: FR-L1450T-05, FR-
L1450L-05, NL-L1449T-04, NL-L1449K-04, IBV/Ck/SP/170/09, IBV/Ck/SP/79/08,
IBV/Ck/SP/248/09, HBN, IBVQX, LX4, BJQ, CK/CH/LGD/03, GB341/96.

[00615] 28. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo Massachusetts se selecciona de una lista que contiene: H120, H52,
Spain/98/308, IBMA5-1, SD/97/01, Beaudette, Spain/96/334, M41-M21883.

[00616] 29. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo 4/91 se selecciona de una lista que contiene: Spain/98/328,
Spain/92/35, IR-3654-VM, FR-CR88061-88, FR-85131-85, UK-1233-95, UK/3/91,
Spain/00/336, UK/7/91, 4/91 patogénico, 4/91 atenuado, IB4-91.

[00617] 30. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en
donde el genotipo Q1 se selecciona de una lista que contiene: CK/CH/LDL/98I,
CK/CH/LSD/08-10, J2, Q1, AROBER22, AR08BA21, Chile-295-10.

[00618] 31. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 26, en

donde el genotipo Italy 02 se selecciona de una lista que contiene: Spain/99/316, Italy-
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02, UK-L633-04, 1t-497-02, Spain/05/866, Spain/04/221, Spain/00/337, Spain/155/09,
Spain/03/08.

[00619] 32. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 26, en donde el IBV es del genotipo Massachusetts cepa H52.

[00620] 33. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 32, en donde la composicién inmunogénica es una vacuna.

[00621] 34. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 33, en donde la composicidbn inmunogénica comprende un portador
farmacéuticamente aceptable.

[00622] 35. La composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 34, en donde el
portador farmacéuticamente aceptable es solucién salina tamponada con fosfato.
[00623] 36. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 35, en donde la composiciéon inmunogénica es efectiva en el tratamiento y/o la
prevencion de signos clinicos causados por IBV en un sujeto que lo necesita.

[00624] 37. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 36, en donde la composicion inmunogénica protege contra una estimulacion
homodloga.

[00625] 38. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 37, en donde la composicion inmunogeénica protege contra una estimulacion con
M41.

[00626] 39. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 38, en donde dicha composicion inmunogénica se formula para una administracion
de dosis simple.

[00627] 40. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 39, en donde dicha composicién inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00628] 41. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 40, en donde la composicién inmunogénica comprende 1 a 10 logio EIDso del IBV.
[00629] 42. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 41, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 5 log1o EIDso del IBV.
[00630] 43. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 42, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 4 log1o EIDso del IBV.
[00631] 44. Un kit que comprende el IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo
con cualquiera de las clausulas 1 a 43.

[00632] 45. El kit de acuerdo con la clausula 44, en donde el kit también comprende
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una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves.

[00633] 46. El kit de acuerdo con la clausula 45, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves de corral.

[00634] 47. El kit de acuerdo con las clausulas 46, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencion de IB.

[00635] 48. Un método para inmunizar a un sujeto que comprende la administracion a
un sujeto de una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a43.

[00636] 49. Un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos causados por
IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inmunogénica de acuerdo con
cualquiera de las clausulas 2 a 43.

[00637] 50. Un método de reduccion de ciliostasis en un sujeto que lo necesita, en
comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma especie,
que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 43.
[00638] 51. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43 para usar en un método de inmunizacion de un sujeto, que comprende la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién
inmunogénica.

[00639] 52. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43 para usar en un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos
causados por IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al
sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién inmunogénica.
[00640] 53. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43 para usar en un método de reduccioén de ciliostasis en un sujeto que lo necesita,
en comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma
especie, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente
eficaz de dicha composicién inmunogénica.

[00641] 54. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 53, en
donde dicho sujeto es un ave.

[00642] 55. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 54, en

donde dicho sujeto es un ave de corral.
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[00643] 56. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 55, en
donde dicho sujeto se selecciona de la lista que consiste en pollo, pavo, codorniz o
faisan.

[00644] 57. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 56, en
donde la composicién inmunogénica se administra una vez.

[00645] 58. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 56, en
donde la composicién inmunogénica se administra en dos o mas dosis.

[00646] 59. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 58, en
donde dicha composicién inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00647] 60. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 59, en
donde dicha composicion inmunogénica se administra por gota oftalmica.

[00648] 61. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 60, en
donde la composicion inmunogénica comprende 1 a 10 log1o EIDso del IBV.

[00649] 62. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 61, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 5 log1 EIDso del IBV.

[00650] 63. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 62, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 4 log1o EIDso del IBV.

[00651] 64. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 63, en
donde la composicion inmunogénica se administra a sujetos dentro de la primera
semana de edad, dentro del primer al tercer dia de edad, dentro de los dos primeros
dias de edad o dentro del primer dia de edad.

[00652] 65. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 64, en
donde la composicion inmunogénica se administra a sujetos dentro del primer dia de
edad.

[00653] 66. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 65, en
donde dicho método resulta en una mejora en un parametro de eficacia seleccionado
del grupo que consiste en: prevencion o reduccion de ciliostasis, prevencion o reduccion
de estertores, prevencion o reduccion de caida de huevos, prevencién o reduccion de
lesiones renales, prevencién o reduccion de diarrea acuosa, prevencion o reduccién de
la pérdida de peso, una menor carga viral, una dispersiéon viral reducida o sus
combinaciones, en comparacion con un sujeto de un grupo de control no tratado de la
misma especie.

[00654] 67. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 66, en

donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencién o reduccion de ciliostasis
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en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma especie.
[00655] 68. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 67, en
donde el tratamiento o la prevencioén resulta en una prevencion o reduccion de lesiones
renales en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00656] 69. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 48 a 68, en
donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccion de caida de
huevos en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00657] 70. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43 para uso terapéutico.

[00658] 71. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43 para usar como un inmunogeno o vacuna.

[00659] 72. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43 para usar como un medicamento.

[00660] 73. Uso del IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 43 para la fabricacion de un medicamento.

[00661] 74. Uso del IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 43 para el tratamiento y/o la prevencion de infecciones por IBV en un
sujeto.

Las siguientes clausulas relativas a una inactivacion de ORF 5b también se
describen en la presente:

[00662] 1. Un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde el ORF 5b esta inactivado.
[00663] 2. Una composicidon inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde el ORF 5b esta inactivado.

[00664] 3. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1 0 2, en
donde dicha inactivacion de ORF 5b no afecta la expresién de ORF N y/o no la actividad
de la proteina N.

[00665] 4. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 3, en donde dicha inactivacion de ORF 5b no afecta la expresion de ORF
5a y/o no la actividad de la proteina 5a.

[00666] 5. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 4, en donde dicha inactivacion es una eliminacion parcial del ORF 5b, una
truncacion parcial del ORF 5b, una inversion parcial del ORF 5b, una relocacion parcial

del ORF 5b, una insercion de acidos nucleicos dentro del ORF 5b, una sustituciéon de
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acidos nucleicos dentro del ORF 5b.

[00667] 6. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 5, en donde el ORF 5b se elimina, sustituye o invierte parcialmente.
[00668] 7. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 6, en donde el ORF 5b se elimina parcialmente.

[00669] 8. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 7, en donde el coddn de inicio de ORF 5b esta inactivado.

[00670] 9. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 8, en donde el codén de inicio de ORF 5b (AUG, nucleotidos 195-197 de
la SEQ ID NO:2) esta inactivado.

[00671] 10. EI IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 8 o la
clausula 9, en donde dicha inactivacion del codén de inicio (AUG) de ORF 5b es una
eliminacion, una sustitucion o una inversion.

[00672] 11. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 10, en donde el ORF 5b esta truncado desde el término 5’ del coddn de
inicio de ORF 5b (AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00673] 12. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 11, en donde el ORF 5b esta truncado de A, U o G del coddn de inicio de
ORF 5b (AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00674] 13. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 12, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 90 nucleédtidos, al menos 100
nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucleétidos desde el término 5’ del codon de inicio (AUG,
nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.
[00675] 14. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 13, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 90 nucledtidos, al menos 100
nucleétidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucledtidos de A, U o G del cododn de inicio (AUG, nucledtidos
195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.
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[00676] 15. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 14, en donde entre 1 y 90 nucledtidos desde el término 5’ del codon de
inicio (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00677] 16. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 15, en donde entre 1 y 191 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00678] 17. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 16, en donde entre 1 y 90 nucledtidos de A del codoén de inicio (A de AUG,
nucleotido 195 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 89 nucleédtidos de U del codén de inicio
(U de AUG, nucledtido 196 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 88 nucledtidos de G del
cododn de inicio (G de AUG, nucledtido 197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00679] 18. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 17, en donde entre 1 y 191 nucleétidos de A del codén de inicio (A de
AUG, nucleétido 195 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 190 nucleétidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucledtido 196 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 189 nucledtidos de G
del codon de inicio (G de AUG, nucleétido 197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00680] 19. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 18, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 90 nucledtidos, al menos 100
nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucledtidos del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.
[00681] 20. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 19, en donde entre 1 y 90 nucleétidos del ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00682] 21. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 20, en donde entre 1y 191 nucledétidos del ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00683] 22. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 21, en donde el ORF 5b desde el término 5’ del coddn de inicio (AUG,
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nucleotidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b al nucledtido 284 de la SEQ ID
NO:2 se elimina, sustituye o invierte.

[00684] 23. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 22, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:36
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5b.

[00685] 24. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 23, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos

el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
se establece en la SEQ ID NO:36 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5b.
[00686] 25. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 24, en donde una TRS (secuencia de regulacion de la transcripcion) se
inserta 5’ del ORF N.

[00687] 26. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 25, en
donde dicha TRS tiene la secuencia CUUAACAA.

[00688] 27. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con las clausulas 25 o
26, en donde dicha TRS (secuencia de regulacion de la transcripcion) se inserta para
no afectar la expresion de ORF N y/o no la actividad de la proteina N.

[00689] 28. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 27, en donde una secuencia que comprende codones de parada se inserta
5 de la TRS del ORF N.

[00690] 29. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 28, en
donde dicha secuencia que comprende codones de parada tiene una secuencia como
se establece en la SEQ ID NO:37.

[00691] 30. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 29, en donde el IBV esta atenuado.

[00692] 31. El IBV o la composiciéon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 30, en donde el IBV esta genéticamente manipulado por ingenieria.
[00693] 32. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 31, en donde el IBV es un IBV recombinante.

[00694] 33. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 32, en donde el IBV tiene un genotipo seleccionado de una lista de cepas
que contienen: Arkansas (tal como Arkansas 99), California (tal como California 1734/04,

California 99), Connecticut, Delaware (tal como Delaware 98), Dutch (tal como D207,
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D212, D274, D3128, D3896, D8880, D1466), Florida, Georgia (tal como Georgia GA-
08, GA-12, GA-13), Gray, Holte, lowa (tal como lowa 97 y lowa 69), Italy (tal como lItaly
02), JMK, Maine (tal como Maine 209), Massachusetts (tal como M41, Beaudette, 246
G, D 580, H52, H120), Pennsylvania (tal como Pennsylvania 1220/98, Pennsylvania
Wolg/98), Qu, (tal como Qu-mv), QX (tal como GB341/96), Q1, SE 17, Variant 2 (tal
como 1S/1494/06) y 4/91 (793B).

[00695] 34. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 33, en donde el IBV es de genotipo QX, Massachusetts, 4/91, Q1 o ltaly
02.

[00696] 35. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 34, en
donde el genotipo QX se selecciona de una lista que contiene: FR-L1450T-05, FR-
L1450L-05, NL-L1449T-04, NL-L1449K-04, IBV/Ck/SP/170/09, IBV/Ck/SP/79/08,
IBV/Ck/SP/248/09, HBN, IBVQX, LX4, BJQ, CK/CH/LGD/03, GB341/96.

[00697] 36. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 34, en
donde el genotipo Massachusetts se selecciona de una lista que contiene: H120, H52,
Spain/98/308, IBMA5-1, SD/97/01, Beaudette, Spain/96/334, M41-M21883.

[00698] 37. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 34, en
donde el genotipo 4/91 se selecciona de una lista que contiene: Spain/98/328,
Spain/92/35, IR-3654-VM, FR-CR88061-88, FR-85131-85, UK-1233-95, UK/3/91,
Spain/00/336, UK/7/91, 4/91 patogénico, 4/91 atenuado, IB4-91.

[00699] 38. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 34, en
donde el genotipo Q1 se selecciona de una lista que contiene: CK/CH/LDL/98I,
CK/CH/LSD/08-10, J2, Q1, AROS8ER22, AR0O8BA21, Chile-295-10.

[00700] 39. El IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con la clausula 34 en
donde el genotipo Italy 02 se selecciona de una lista que contiene: Spain/99/316, Italy-
02, UK-L633-04, 1t-497-02, Spain/05/866, Spain/04/221, Spain/00/337, Spain/155/09,
Spain/03/08.

[00701] 40. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 39, en donde el IBV es del genotipo Massachusetts cepa H52.

[00702] 41. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 40, en donde la composicién inmunogénica es una vacuna.

[00703] 42. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 41, en donde la composicidbn inmunogénica comprende un portador
farmacéuticamente aceptable.

[00704] 43. La composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 42, en donde el
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portador farmacéuticamente aceptable es solucidn salina tamponada con fosfato.
[00705] 44. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 43, en donde la composicidon inmunogénica es efectiva en el tratamiento y/o la
prevencion de signos clinicos causados por IBV en un sujeto que lo necesita.

[00706] 45. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 44, en donde la composicidn inmunogénica protege contra una estimulacion
homaloga.

[00707] 46. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 45, en donde la composicion inmunogénica protege contra una estimulacion con
M41.

[00708] 47. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 46, en donde dicha composicion inmunogénica se formula para una administracion
de dosis simple.

[00709] 48. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 47, en donde dicha composicidon inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00710] 49. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 48, en donde la composicion inmunogénica comprende 1 a 10 log1o EIDso del IBV.
[00711] 50. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 49, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 5 logio EIDso del IBV.
[00712] 51. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 50, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 4 log:o EIDso del IBV.
[00713] 52. Un kit que comprende el IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo
con cualquiera de las clausulas 1 a 51.

[00714] 53. El kit de acuerdo con la clausula 52, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves.

[00715] 54. El kit de acuerdo con la clausula 53, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves de corral.

[00716] 55. El kit de acuerdo con las clausulas 54, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencion de IB.

[00717] 56. Un método para inmunizar a un sujeto que comprende la administracion a
un sujeto de una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 ab1.
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[00718] 57. Un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos causados por
IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inmunogénica de acuerdo con
cualquiera de las clausulas 2 a 51.

[00719] 58. Un método de reduccion de ciliostasis en un sujeto que lo necesita, en
comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma especie,
que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 51.
[00720] 59. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 51 para usar en un método de inmunizaciéon de un sujeto, que comprende la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién
inmunogénica.

[00721] 60. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 51 para usar en un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos
causados por IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al
sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién inmunogénica.
[00722] 61. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 51 para usar en un método de reduccioén de ciliostasis en un sujeto que lo necesita,
en comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma
especie, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente
eficaz de dicha composicién inmunogénica.

[00723] 62. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 61, en
donde dicho sujeto es un ave.

[00724] 63. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 62, en
donde dicho sujeto es un ave de corral.

[00725] 64. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 63, en
donde dicho sujeto se selecciona de la lista que consiste en pollo, pavo, codorniz o
faisan.

[00726] 65. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 64, en
donde la composicién inmunogénica se administra una vez.

[00727] 66. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 65, en
donde la composicion inmunogénica se administra en dos o mas dosis.

[00728] 67. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 66, en
donde dicha composicién inmunogénica se administra por via subcutanea,

intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
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[00729] 68. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 67, en
donde dicha composicion inmunogénica se administra por gota oftalmica.

[00730] 69. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 68, en
donde la composicion inmunogénica comprende 1 a 10 log1o EIDso del IBV.

[00731] 70. EI método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 69, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 5 log1 EIDso del IBV.

[00732] 71. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 70, en
donde la composicion inmunogénica comprende 2 a 4 log1o EIDso del IBV.

[00733] 72. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 71, en
donde la composicion inmunogénica se administra a sujetos dentro de la primera
semana de edad, dentro del primer al tercer dia de edad, dentro de los dos primeros
dias de edad o dentro del primer dia de edad.

[00734] 73. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 72, en
donde la composicién inmunogénica se administra a sujetos dentro del primer dia de
edad.

[00735] 74. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 73, en
donde dicho método resulta en una mejora en un parametro de eficacia seleccionado
del grupo que consiste en: prevencion o reduccion de ciliostasis, prevencion o reduccion
de estertores, prevencion o reduccion de caida de huevos, prevencion o reduccion de
lesiones renales, prevencién o reduccion de diarrea acuosa, prevencion o reduccién de
la pérdida de peso, una menor carga viral, una dispersiéon viral reducida o sus
combinaciones, en comparacion con un sujeto de un grupo de control no tratado de la
misma especie.

[00736] 75. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 74, en
donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencién o reduccion de ciliostasis
en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma especie.
[00737] 76. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 75, en
donde el tratamiento o la prevencioén resulta en una prevencion o reduccion de lesiones
renales en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00738] 77. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 56 a 76, en
donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccion de caida de
huevos en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00739] 78. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
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clausulas 1 a 51 para uso terapéutico.

[00740] 79. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 51 para usar como un inmunogeno o vacuna.

[00741] 80. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 51 para usar como un medicamento.

[00742] 81. Uso del IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 51 para la fabricacion de un medicamento.

[00743] 82. Uso del IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 51 para el tratamiento y/o la prevencion de infecciones por IBV en un
sujeto.

Las siguientes clausulas también se describen en la presente:

[00744] 1. Un IBV (virus de bronquitis infecciosa), en donde:

- el ORF 3a; y/o

- el ORF 3b; y/o

- el ORF 5a; y/o

- el ORF 5b esta inactivado.

[00745] 2. Una composiciéon inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 3a; y/o

- el ORF 3b; y/o

- el ORF 5a; y/o

- el ORF 5b esté inactivado.

[00746] 3. EI IBV o la composiciéon inmunogénica de acuerdo con la clausula 1 0 2, en
donde dicha inactivacion de ORF 3a no afecta la expresion de ORF S y/o no afecta la
actividad de la proteina S.

[00747] 4. EI IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 3, en donde dicha inactivaciéon de ORF 3b no afecta la expresion de ORF
3c y/o no afecta la actividad de la proteina E.

[00748] 5. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 4, en donde dicha inactivacion de ORF 5b no afecta la expresion de ORF
N y/o no afecta la actividad de la proteina N.

[00749] 6. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 5, en donde dicha inactivacion es una eliminacién completa o parcial del
ORF 3a y/o una eliminacion parcial del ORF 3b y/o una eliminacion completa o parcial

del ORF 5a y/o una eliminacion parcial del ORF 5b, una truncacion completa o parcial
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del ORF 3a y/o una truncacion parcial del ORF 3b y/o una truncacion completa o parcial
del ORF 5a y/o una truncacion parcial del ORF 5b, una inversion completa o parcial del
ORF 3a y/o una inversion parcial del ORF 3b y/o una inversién completa o parcial del
ORF 5a y/o una inversion parcial del ORF 5b, una relocacion completa o parcial del ORF
3a y/o una relocacion parcial del ORF 3b y/o una relocacién completa o parcial del ORF
5a y/o una relocacion parcial del ORF 5b, una insercidon de acidos nucleicos dentro del
OREF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el ORF 5b, una sustitucion de acidos nucleicos
dentro del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el ORF 5b.

[00750] 7. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 6, en donde dicha inactivacién es una eliminacién parcial del ORF 3a y/o
el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el ORF 5b, una truncacién parcial del ORF 3a y/o el ORF
3b y/o el ORF 5a y/o el ORF 5b, una inversion parcial del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el
OREF 5a y/o el ORF 5b, una relocacioén parcial del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a
y/o el ORF 5b, una insercion de acidos nucleicos dentro del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o
el ORF 5a y/o el ORF 5b, una sustitucion de acidos nucleicos dentro del ORF 3a y/o el
ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el ORF 5b.

[00751] 8. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 7, en donde el codon de inicio de ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o
el ORF 5b esta inactivado.

[00752] 9. El IBV o la composiciéon inmunogénica de acuerdo con la clausula 8, en
donde dicha inactivacion del coddn de inicio es una eliminacion, una sustitucion o una
inversion.

[00753] 10. EI IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 8, en
donde el ORF 3a se elimina, sustituye o invierte completa o parcialmente.

[00754] 11. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 10, en donde el ORF 3a se elimina completa o parcialmente.

[00755] 12. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 11, en donde el codén de inicio de ORF 3a (AUG, nucledtidos 1-3 de la
SEQ ID NO:1) esta inactivado.

[00756] 13. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 12, en
donde dicha inactivacion del coddn de inicio es una eliminacion, una sustitucion o una
inversion.

[00757] 14. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 12, en
donde dicha inactivacion del codén de inicio es una eliminacion.

[00758] 15. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
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clausulas 1 a 14, en donde dicha inactivacién de ORF 3a no afecta la expresion de ORF
S y/o no afecta la actividad de la proteina S.

[00759] 16. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 15, en donde el ORF 3a esta truncado desde el término 5’ del codon de
inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a.

[00760] 17. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 16, en donde el ORF 3a est4 truncado de A, U o G del codén de inicio
(AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a.

[00761] 18. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 17, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucleodtidos, al menos 170 nucledtidos desde el término 5’ del
coddn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00762] 19. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 18, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos de A, U o G del codon
de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00763] 20. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 19, en donde entre 1 y 173 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00764] 21. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 20, en donde entre 1 y 173 nucleétidos de A del codén de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 172 nucleétidos de U del codon de
inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 171 nucledtidos de G del
cododn de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00765] 22. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
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clausulas 1 a 21, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleétidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleotidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos del ORF 3a se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00766] 23. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 22, en donde entre 1y 173 nucledtidos del ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00767] 24. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 23, en donde el ORF 3a desde el término 5’ del coddn de inicio (AUG,
nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucleétido 173 de la SEQ ID NO:1
se elimina, sustituye o invierte.

[00768] 25. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 24, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:33
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3a.

[00769] 26. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 25, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos
el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
se establece en la SEQ ID NO:33 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3a.
[00770] 27. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 26, en donde el ORF 3b se elimina, sustituye o invierte completa o
parcialmente.

[00771] 28. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 27, en donde el ORF 3b se elimina completa o parcialmente.

[00772] 29. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 28, en donde el coddn de inicio de ORF 3b (AUG, nucleétidos 174-176 de
la SEQ ID NO:1) esta inactivado.

[00773] 30. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 29, en
donde dicha inactivacion del coddn de inicio es una eliminacion, una sustitucion o una
inversion.

[00774] 31. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 29, en

donde dicha inactivacion del codén de inicio es una eliminacion, una sustitucién o una
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inversion.

[00775] 32. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 31, en donde dicha inactivacion de ORF 3b no afecta la expresion de ORF
3c y/o no afecta la actividad de la proteina E.

[00776] 33. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 32, en donde el ORF 3b esta truncado desde el término 5’ del codon de
inicio (AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3b.

[00777] 34. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 33, en donde el ORF 3b esta truncado de A, U o G del coddn de inicio
(AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3b.

[00778] 35. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 34, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos desde el término &’ del
codon de inicio (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00779] 36. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 35, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos de A, U o G del codon
de inicio (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00780] 37. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 36, en donde entre 1 y 175 nucleétidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucleotidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00781] 38. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 37, en donde entre 1 y 175 nucledtidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucledtido 174 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 174 nucledtidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucledtido 175 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 173 nucledtidos de G
del codon de inicio (G de AUG, nucleétido 176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se
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eliminan, sustituyen o invierten.

[00782] 39. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 38, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucleodtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleotidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos del ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00783] 40. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 39, en donde entre 1y 175 nucleétidos del ORF 3b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00784] 41. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 40, en donde el ORF 3b desde el término 5’ del coddn de inicio (AUG,
nucleotidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b al nucledtido 348 de la SEQ ID
NO:1 se elimina, sustituye o invierte.

[00785] 42. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 41, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:34
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3b.

[00786] 43. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 42, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos
el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
se establece en la SEQ ID NO:34 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3b.
[00787] 44. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 43, en donde el ORF 5a se elimina, sustituye o invierte completa o
parcialmente.

[00788] 45. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 44, en donde el ORF 5a se elimina completa o parcialmente.

[00789] 46. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 45, en donde el codén de inicio de ORF 5a (AUG, nucledtidos 1-3 de la
SEQ ID NO:2) esta inactivado.

[00790] 47. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 46, en
donde dicha inactivacion del coddn de inicio es una eliminacion, una sustitucion o una

inversion.
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[00791] 48. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 46, en
donde dicha inactivacion del codén de inicio es una eliminacion.

[00792] 49. EI IBV o la composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 48, en donde el ORF 5a esta truncado desde el término 5’ del codon de
inicio de ORF 5a (AUG, nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO:2).

[00793] 50. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 49, en donde el ORF 5a esta truncado de A, U o G del codén de inicio de
ORF 5a (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2).

[00794] 51. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 50, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos desde el término 5" del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID
NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten.

[00795] 52. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 51, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucledtidos de A, U o G del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2)
del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten.

[00796] 53. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 52, en donde entre 1 y 194 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00797] 54. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 53, en donde entre 1 y 194 nucleétidos de A del codén de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 193 nucleétidos de U del codon de
inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 192 nucledtidos de G del
cododn de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00798] 55. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
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clausulas 1 a 54, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleétidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucledtidos del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten.

[00799] 56. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 55, en donde entre 1y 194 nucleétidos del ORF 5a se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00800] 57. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 56, en donde el ORF 5a desde el término 5’ del coddn de inicio (AUG,
nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucledtido 194 de la SEQ ID NO:2
se elimina, sustituye o invierte.

[00801] 58. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 57, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:35
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a.

[00802] 59. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 58, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos
el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
se establece en la SEQ ID NO:35 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a.
[00803] 60. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 59, en donde el ORF 5b se elimina, sustituye o invierte completa o
parcialmente.

[00804] 61. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 60, en donde el ORF 5b se elimina completa o parcialmente.

[00805] 62. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 61, en donde el coddn de inicio (AUG, nucleotidos 195-197 de la SEQ ID
NO:2) de ORF 5b esta inactivado.

[00806] 63. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 62, en
donde dicha inactivacion del coddn de inicio es una eliminacion, una sustitucion o una
inversion.

[00807] 64. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 62, en

donde dicha inactivacion del codén de inicio es una eliminacion.
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[00808] 65. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 64, en donde dicha inactivacion de ORF 5b no afecta la expresion de ORF
N y/o no afecta la actividad de la proteina N.

[00809] 66. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 65, en donde el ORF 5b esta truncado desde el término 5’ del codon de
inicio de ORF 5b (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00810] 67. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 66, en donde el ORF 5b esta truncado de A, U o G del coddn de inicio de
ORF 5b (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00811] 68. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 67, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 90 nucledtidos, al menos 100
nucleétidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucleétidos desde el término 5’ del codon de inicio (AUG,
nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.
[00812] 69. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 68, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 90 nucledtidos, al menos 100
nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucledétidos de A, U o G del cododn de inicio (AUG, nucledtidos
195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.

[00813] 70. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 69, en donde entre 1 y 90 nucledtidos desde el término 5’ del codon de
inicio (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00814] 71. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 70, en donde entre 1 y 191 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00815] 72. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 71, en donde entre 1 y 90 nucledtidos de A del codoén de inicio (A de AUG,
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nucleotido 195 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 89 nucleédtidos de U del codén de inicio
(U de AUG, nucledtido 196 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 88 nucledtidos de G del
cododn de inicio (G de AUG, nucleétido 197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00816] 73. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 72, en donde entre 1 y 191 nucleétidos de A del codén de inicio (A de
AUG, nucleétido 195 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 190 nucleétidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucledtido 196 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 189 nucledtidos de G
del codon de inicio (G de AUG, nucleétido 197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00817] 74. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 73, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 90 nucleédtidos, al menos 100
nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucledtidos, al menos 190 nucledtidos del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.
[00818] 75. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 74, en donde entre 1 y 90 nucledtidos del ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00819] 76. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 75, en donde entre 1y 191 nucleétidos del ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00820] 77. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 76, en donde el ORF 5b desde el término 5’ del coddn de inicio (AUG,
nucleotidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b al nucledtido 284 de la SEQ ID
NO:2 se elimina, sustituye o invierte.

[00821] 78. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 77, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:36
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5b.

[00822] 79. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 78, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos
el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos

el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
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se establece en la SEQ ID NO:36 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5b.
[00823] 80. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 79, en donde una TRS (secuencia de regulacion de la transcripcion) se
inserta 5’ del ORF N.

[00824] 81. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 80, en
donde dicha TRS tiene la secuencia CUUAACAA.

[00825] 82. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con las clausulas 80 o
81, en donde dicha TRS (secuencia de regulaciéon de la transcripcion) se inserta para
no afectar la expresion de ORF N y/o no la actividad de la proteina N.

[00826] 83. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 82, en donde una secuencia que comprende codones de parada se inserta
5 de la TRS del ORF N.

[00827] 84. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 83, en
donde dicha secuencia que comprende codones de parada tiene una secuencia como
se establece en la SEQ ID NO:37.

[00828] 85. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 84, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 176
nucleétidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225,
nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 340
nucleotidos desde el término 5" del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID
NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen o invierten.

[00829] 86. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 85, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 176
nucleétidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225,
nucleétidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 340
nucleotidos de A, U o G del codon de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1)

del ORF 3a se eliminan, sustituyen o invierten.
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[00830] 87. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 86, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucleodtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucledtidos, al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225
nucleétidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucledtidos desde el término 5’ del codon de inicio (AUG,
nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten.
[00831] 88. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 87, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucledtidos, al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225
nucleétidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucledtidos de A, U o G del coddn de inicio (AUG, nucledtidos
1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten.

[00832] 89. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 88, en donde entre 1 y 348 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00833] 90. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 89, en donde entre 1 y 348 nucleétidos de A del codén de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 347 nucleétidos de U del codon de
inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 346 nucledtidos de G del
codon de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00834] 91. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 90, en donde entre 1 y 385 nucledtidos desde el término 5’ del coddn de
inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00835] 92. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
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clausulas 1 a 91, en donde entre 1 y 385 nucleétidos de A del codén de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 384 nucleétidos de U del codon de
inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 383 nucledtidos de G del
codon de inicio (G de AUG, nucleétido 3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00836] 93. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 92, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 176
nucleétidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225,
nucleétidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 340
nucleotidos desde el término 5" del cododn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID
NO:1) de ORF 3a se eliminan, sustituyen o invierten dentro del ORF 3a y/o el ORF 3b.
[00837] 94. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 93, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleétidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 176
nucleétidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225,
nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 340
nucleotidos de A, U o G del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1)
de ORF 3a se eliminan, sustituyen o invierten dentro del ORF 3a y/o el ORF 3b.
[00838] 95. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 94, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucleodtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleétidos, al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225
nucleétidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucledtidos desde el término 5’ del codon de inicio (AUG,

nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) de ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten dentro
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del ORF 5a y/o el ORF 5b.

[00839] 96. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 95, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucleodtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleétidos, al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225
nucleétidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucledtidos de A, U o G del cododn de inicio (AUG, nucleétidos
1-3 de la SEQ ID NO:2) de ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten dentro del ORF
5a y/o el ORF 5b.

[00840] 97. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 96, en donde entre 1 y 348 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan, sustituyen o
invierten dentro del ORF 3a y/o el ORF 3b.

[00841] 98. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 97, en donde entre 1 y 348 nucledtidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 347 nucleétidos de U del codon de
inicio (U de AUG, nucleétido 2 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 346 nucleotidos de G del
cododn de inicio (G de AUG, nucleétido 3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del ORF 3a y/o el ORF 3b.

[00842] 99. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 98, en donde entre 1 y 385 nucledtidos desde el término 5’ del coddn de
inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o
invierten dentro del ORF 5a y/o el ORF 5b.

[00843] 100. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 99, en donde entre 1 y 385 nucledtidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucleoétido 1 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 384 nucleétidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucleétido 2 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 383 nucleotidos de G del
cododn de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del ORF 5a y/o el ORF 5b.

[00844] 101. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 100, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3

nucledétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucleétidos,
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al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 176
nucledtidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225,
nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 340
nucledtidos del ORF 3a y/o el ORF 3b se eliminan, sustituyen o invierten.

[00845] 102. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 101, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleétidos, al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225
nucledtidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y/o el ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten.

[00846] 103. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 102, en donde entre 1 y 348 nucledtidos del ORF 3a y/o el ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00847] 104. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 103, en donde entre 1 y 385 nucledtidos del ORF 5a y/o el ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00848] 105. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 104, en donde entre 1 y 348 nucledtidos del ORF 3a y/o el ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codon de inicio del ORF 3a y el
codén de inicio del ORF 3c.

[00849] 106. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 105, en donde entre 1 y 348 nucledtidos del ORF 3a y/o el ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5 del codén de inicio (AUG,
nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucleétido 348 de la SEQ ID NO:1.
[00850] 107. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 106, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos

50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledétidos, al menos 125
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nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 176
nucleétidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225,
nucleétidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 340
nucledtidos del ORF 3a y/o el ORF 3b se eliminan, sustituyen o invierten dentro del
término 5’ del codon de inicio del ORF 3a y el codén de inicio del ORF 3c.

[00851] 108. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 107, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 176
nucleétidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225,
nucleétidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 340
nucledtidos del ORF 3a y/o el ORF 3b se eliminan, sustituyen o invierten dentro del
término 5’ del codoén de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en
el nucledtido 348 de la SEQ ID NO:1.

[00852] 109. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 108, en donde entre 1 y 385 nucledtidos del ORF 5a y/o el ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 5a y el
coddn de inicio del ORF N.

[00853] 110. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 109, en donde entre 1 y 385 nucledtidos del ORF 5a y/o el ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5 del codén de inicio (AUG,
nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucledtido 385 de la SEQ ID NO:2.
[00854] 111. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 110, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleétidos, al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225
nucleétidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y/o el ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten dentro del término 5’ del coddn de inicio del ORF 5a y el codon de inicio del
ORF N.
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[00855] 112. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 111, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucleodtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucledtidos, al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225
nucleétidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucleotidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y/o el ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten dentro del término 5’ del coddn de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID
NO:2) del ORF 5a al nucleétido 385 de la SEQ ID NO:2.

[00856] 113. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 112, en donde la inactivacion de ORF 3a y ORF 3b no afecta la expresion
de ORF 3c y/o no afecta la actividad de la proteina E.

[00857] 114. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 113, en donde la inactivacion de ORF 3a y ORF 3b no afecta la expresién
de ORF S y/o no afecta la actividad de la proteina S.

[00858] 115. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 114, en donde la inactivacion de ORF 5a y ORF 5b no afecta la expresion
de ORF N y/o no afecta la actividad de la proteina N.

[00859] 116. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 115, en donde el ORF 3a se elimina, sustituye o invierte completa o
parcialmente y en donde el ORF 3b se elimina, sustituye o invierte parcialmente.
[00860] 117. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 116, en donde el ORF 5a se elimina, sustituye o invierte completa o
parcialmente y en donde el ORF 5b se elimina, sustituye o invierte parcialmente.
[00861] 118. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 117, en donde el ORF 3a y el ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten
completa o parcialmente y en donde el ORF 3b y el ORF 5b se eliminan, sustituyen o
invierten parcialmente.

[00862] 119. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 118, en donde el ORF 3a se elimina completa o parcialmente y el ORF 3b
se elimina parcialmente.

[00863] 120. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 119, en donde el ORF 5a se elimina completa o parcialmente y el ORF 5b
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se elimina parcialmente.

[00864] 121. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 120, en donde el ORF 3a y el ORF 5a se eliminan completa o parcialmente
y el ORF 3b y el ORF 5b se eliminan parcialmente.

[00865] 122. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 121, en donde el codon de inicio de ORF 3a y el codon de inicio de ORF
3b estan inactivados.

[00866] 123. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 122, en donde el codon de inicio de ORF 3a (AUG, nucledtidos 1-3 de la
SEQ ID NO:1) y el codoén de inicio de ORF 3b (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID
NO:1) estan inactivados.

[00867] 124. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 122 o
la clausula 123, en donde dicha inactivacion del codon de inicio (AUG) de ORF 3a y
ORF 3b es una eliminacion, una sustitucién o una inversion.

[00868] 125. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 124, en donde el codon de inicio de ORF 5a y el codon de inicio de ORF
5b estan inactivados.

[00869] 126. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 125, en donde el codon de inicio de ORF 5a (AUG, nucleétidos 1-3 de la
SEQ ID NO:2) y el codén de inicio (AUG, nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) de
ORF 5b estan inactivados.

[00870] 127. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 125 o
la clausula 126, en donde dicha inactivacion del codén de inicio (AUG) de ORF 5a y
ORF 5b es una eliminacion, una sustituciéon o una inversion.

[00871] 128. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 127, en donde el ORF 3a y el ORF 3b estan truncados desde el término
5’ del codon de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a y ORF 3b
(AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO:1).

[00872] 129. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 128, en donde el ORF 3a y el ORF 3b estan truncados desde A, U o G del
cododn de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a y ORF 3b (AUG,
nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1).

[00873] 130. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 129, en donde el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados desde el término
5’ del codon de inicio de ORF 5a (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) y ORF 5b
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(AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00874] 131. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 130, en donde el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados desde A, U o G del
codon de inicio de ORF 5a (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) y ORF 5b (AUG,
nucledétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00875] 132. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 131, en donde el ORF 3a y el ORF 3b estan truncados desde el término
5’ del coddn de inicio (AUG) de ORF 3a (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) y el
codon de inicio de ORF 3b (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) y en donde
el ORF 5a y el ORF 5b estan truncados desde el término 5’ del codén de inicio de ORF
5a (AUG, nucleodtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) y el codén de inicio ORF 5b (AUG,
nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2).

[00876] 133. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 132, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucleodtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucleédtidos desde el término 5’ del
coddn de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten, y, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucleétidos, al
menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10
nucleétidos, al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos,
al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos
125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos desde el término
5’ del codon de inicio (AUG, nucleotidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00877] 134. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 133, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos de A, U o G del codon
de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten, y, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3

nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucleétidos,
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al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos de A, U o G del codon
de inicio (AUG, nucleétidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten.

[00878] 135. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 134, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucleétidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleotidos desde el término 5" del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID
NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten y, en donde al menos 1 nucledtido,
al menos 2 nucledtidos, al menos 3 nucleotidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5
nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucledtidos,
al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucleétidos, al menos
100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucledtidos desde el término 5’ del codon de inicio (AUG,
nucleétidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.
[00879] 136. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 135, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucledtidos de A, U o G del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2)
del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten y, en donde al menos 1 nucleétido, al
menos 2 nucledtidos, al menos 3 nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5
nucledtidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucleotidos, al menos 20 nucledtidos,
al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75 nucleétidos, al menos
100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucleétidos, al menos 170
nucleotidos, al menos 190 nucledtidos de A, U o G del cododn de inicio (AUG, nucledétidos
195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o invierten.

[00880] 137. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las

clausulas 1 a 136, en donde entre 1 y 173 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
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inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan, sustituyen o
invierten, y, en donde entre 1 y 175 nucledtidos desde el término 5 del codon de inicio
(AUG, nucledtidos 174-176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00881] 138. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 137, en donde entre 1 y 173 nucledtidos de A del codén de inicio (A de
AUG, nucleoétido 1 de la SEQ ID NO:1) o entre 1y 172 nucleétidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO:1) o entre 1 y 171 nucledtidos de G del
cododn de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten y en donde entre 1 y 175 nucleétidos de A del codén de inicio (A
de AUG, nucleétido 174 de la SEQ ID NO:1) o entre 1y 174 nucleotidos de U del codén
de inicio (U de AUG, nucledtido 175 de la SEQ ID NO:1) o entre 1y 173 nucleétidos de
G del coddn de inicio (G de AUG, nucledtido 176 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00882] 139. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 138, en donde entre 1 y 194 nucledtidos desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o
invierten y en donde entre 1 y 191 nucleétidos desde el término 5’ del coddn de inicio
(AUG, nucledtidos 195-197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00883] 140. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 139, en donde entre 1 y 194 nucledtidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucleoétido 1 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 193 nucleétidos de U del coddn de
inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO:2) o entre 1 y 192 nucledtidos de G del
codon de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan,
sustituyen o invierten, y, en donde entre 1y 191 nucleétidos de A del codén de inicio (A
de AUG, nucledtido 195 de la SEQ ID NO:2) o entre 1y 190 nucledtidos de U del codén
de inicio (U de AUG, nucledtido 196 de la SEQ ID NO:2) o entre 1y 189 nucledtidos de
G del codon de inicio (G de AUG, nucledtido 197 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten.

[00884] 141. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 140, en donde al menos 174 nucledtidos, al menos 175 nucleétidos, al
menos 176 nucledtidos, al menos 180, nucledtidos, al menos 190 nucledtidos, al menos
200 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucleétidos, al menos 300

nucledtidos, al menos 325 nucledétidos, al menos 340 nucleétidos desde el término 5’ del
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codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del ORF 3a y el ORF 3b.

[00885] 142. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 141, en donde al menos 174 nucledtidos, al menos 175 nucleétidos, al
menos 176 nucleotidos, al menos 180, nucledtidos, al menos 190 nucledtidos, al menos
200 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucleodtidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 340 nucleédtidos de A, U o G del coddn
de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten dentro del ORF 3a y el ORF 3b.

[00886] 143. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 142, en donde al menos 195 nucledtidos, al menos 196 nucledtidos, al
menos 197 nucledtidos, al menos 200, nucledtidos, al menos 210 nucledtidos, al menos
220 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucleétidos, al menos 300
nucledtidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 350 nucledtidos, al menos 380
nucleotidos desde el término 5" del codon de inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID
NO:2) de ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten dentro del ORF 5a y el ORF 5b.
[00887] 144. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 143, en donde al menos 195 nucledtidos, al menos 196 nucleétidos, al
menos 197 nucledtidos, al menos 200, nucledtidos, al menos 210 nucledtidos, al menos
220 nucledtidos, al menos 225 nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300
nucleétidos, al menos 325 nucledtidos, al menos 350 nucledtidos, al menos 380
nucleotidos de A, U o G del codon de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:2)
de ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten dentro del ORF 5a y el ORF 5b.

[00888] 145. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 144, en donde entre 174 y 200 nucledtidos o entre 174 y 300 nucledtidos
o entre 174 y 348 nucledtidos desde el término 5’ del codén de inicio (AUG, nucledtidos
1-3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan, sustituyen o invierten dentro del ORF
3ay el ORF 3b.

[00889] 146. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 145, en donde entre 174 y 348 nucledtidos de A del codon de inicio (A de
AUG, nucledtido 1 de la SEQ ID NO:1) o entre 173 y 347 nucledtidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO:1) o entre 172 y 346 nucleétidos de G
del coddn de inicio (G de AUG, nucledtido 3 de la SEQ ID NO:1) de ORF 3a se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del ORF 3a y el ORF 3b.

[00890] 147. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
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clausulas 1 a 146, en donde entre 195 y 250 nucledtidos o entre 195 y 300 nucledtidos
o entre 195 y 350 o entre 195 y 385 nucledtidos desde el término 5’ del codon de inicio
(AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten
dentro del ORF 5a y el ORF 5b.

[00891] 148. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 147, en donde entre 195 y 385 nucledtidos de A del coddn de inicio (A de
AUG, nucleétido 1 de la SEQ ID NO:2) o entre 194 y 384 nucleétidos de U del codén de
inicio (U de AUG, nucledtido 2 de la SEQ ID NO:2) o entre 193 y 383 nucleétidos de G
del cododn de inicio (G de AUG, nucleétido 3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del ORF 5a y el ORF 5b.

[00892] 149. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 148, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucleétidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleétidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleotidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos del ORF 3a se
eliminan, sustituyen o invierten, y, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2
nucleétidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al
menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25
nucledtidos, al menos 50, nucleodtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100
nucleétidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170
nucleotidos del ORF 3b se eliminan, sustituyen o invierten.

[00893] 150. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 149, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucledtidos, al menos 3
nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucledtidos, al menos 10 nucleotidos,
al menos 15 nucledtidos, al menos 20 nucleétidos, al menos 25 nucleétidos, al menos
50, nucledtidos, al menos 75 nucleédtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucleétidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucledtidos del ORF 5a se eliminan, sustituyen o invierten, y, en donde al menos 1
nucledtido, al menos 2 nucleotidos, al menos 3 nucledtidos, al menos 4 nucledtidos, al
menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15 nucledtidos, al menos 20
nucleétidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50, nucledtidos, al menos 75
nucleétidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125 nucledtidos, al menos 150
nucleétidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190 nucledtidos del ORF 5b se

eliminan, sustituyen o invierten.
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[00894] 151. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 150, en donde entre 1y 173 nucledtidos del ORF 3a se eliminan, sustituyen
o invierten, y, en donde entre 1 y 175 nucledtidos del ORF 3b se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00895] 152. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 151, en donde entre 1 y 194 nucleétidos del ORF 5a se eliminan, sustituyen
o invierten, y, en donde entre 1 y 191 nucledtidos del ORF 5b se eliminan, sustituyen o
invierten.

[00896] 153. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 152, en donde entre 176 y 348 nucledtidos del ORF 3a y el ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codon de inicio del ORF 3a y el
cododn de inicio del ORF 3c.

[00897] 154. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 153, en donde entre 176 y 348 nuclestidos del ORF 3a y el ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5 del codon de inicio (AUG,
nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucleétido 348 de la SEQ ID NO:1.
[00898] 155. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 154, en donde al menos 176 nucledtidos, al menos 180 nucleétidos, al
menos 200 nucledtidos, al menos 225, nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos
300 nucledtidos, al menos 340 nucledtidos del ORF 3a y el ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 3a y el codon de
inicio del ORF 3c.

[00899] 156. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 155, en donde al menos 176 nucledtidos, al menos 180 nucleétidos, al
menos 200 nucleotidos, al menos 225, nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos
300 nucledtidos, al menos 340 nucledtidos del ORF 3a y el ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de
la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucledtido 348 de la SEQ ID NO:1.

[00900] 157. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 156, en donde entre 195 y 385 nucleotidos del ORF 5a y el ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 5a y el
cododn de inicio del ORF N.

[00901] 158. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 157, en donde entre 195 y 385 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b se

eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5 del coddn de inicio (AUG,
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nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucleétido 385 de la SEQ ID NO:2.
[00902] 159. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 158, en donde al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucleétidos, al
menos 225 nucleotidos, al menos 250, nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos
350 nucledtidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 5a y el codén de
inicio del ORF N.

[00903] 160. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 159, en donde al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucleétidos, al
menos 225 nucleotidos, al menos 250, nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos
350 nucledtidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de
la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucleétido 385 de la SEQ ID NO:2.

[00904] 161. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 160, en donde el ORF 3a y el ORF 3b desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucledétido 348 de la
SEQ ID NO:1 se elimina, sustituye o invierte.

[00905] 162. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 161, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:1
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3a y el ORF 3b.

[00906] 163. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 162, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos
el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
se establece en la SEQ ID NO:1 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 3a y el
ORF 3b.

[00907] 164. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 163, en donde el ORF 5a y el ORF 5b desde el término 5’ del codén de
inicio (AUG, nucledtidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucledtido 385 de la
SEQ ID NO:2 se elimina, sustituye o invierte.

[00908] 165. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 164, en donde la secuencia de ARN como se establece en la SEQ ID NO:2
se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a y el ORF 5b.

[00909] 166. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
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clausulas 1 a 165, en donde una secuencia de ARN que tiene al menos el 70%, al menos
el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos
el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de identidad con la secuencia de ARN como
se establece en la SEQ ID NO:2 se elimina, sustituye o invierte dentro del ORF 5a y el
ORF 5b.

[00910] 167. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 166, en donde la proteina E tiene una secuencia de aminoacidos del
genotipo QX, Beaudette, H120 o H52 o una secuencia que tiene al menos el 70%, al
menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%,
al menos el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%,
al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad
de secuencia con al menos uno de los genotipos antes mencionados.

[00911] 168. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 167, en donde la proteina E tiene una secuencia de aminoacidos como se
muestra para KM586818 (QX), AJ311317 (Beaudette), FJ807652 (H120) o SEQ ID NO:
38 (H52) o una secuencia que tiene al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el
80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos el 92%, al menos
el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos
el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad de secuencia con al menos
una de las secuencias antes mencionadas.

[00912] 169. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 168, en donde el IBV esta atenuado.

[00913] 170. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 169, en donde el IBV esta genéticamente manipulado por ingenieria.
[00914] 171. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 170, en donde el IBV es un IBV recombinante.

[00915] 172. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 171, en donde el IBV tiene un genotipo seleccionado de una lista de cepas
que contienen: Arkansas (tal como Arkansas 99), California (tal como California 1734/04,
California 99), Connecticut, Delaware (tal como Delaware 98), Dutch (tal como D207,
D212, D274, D3128, D3896, D8880, D1466), Florida, Georgia (tal como Georgia GA-
08, GA-12, GA-13), Gray, Holte, lowa (tal como lowa 97 y lowa 69), Italy (tal como Italy
02), JMK, Maine (tal como Maine 209), Massachusetts (tal como M41, Beaudette, 246
G, D 580, H52, H120), Pennsylvania (tal como Pennsylvania 1220/98, Pennsylvania
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Wolg/98), Qu, (tal como Qu-mv), QX (tal como GB341/96), Q1, SE 17, Variant 2 (tal
como 1S/1494/06) y 4/91 (793B).

[00916] 173. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 172, en donde el IBV es de genotipo QX, Massachusetts, 4/91, Q1 o Italy
02.

[00917] 174. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 173, en
donde el genotipo QX se selecciona de una lista que contiene: FR-L1450T-05, FR-
L1450L-05, NL-L1449T-04, NL-L1449K-04, IBV/Ck/SP/170/09, IBV/Ck/SP/79/08,
IBV/Ck/SP/248/09, HBN, IBVQX, LX4, BJQ, CK/CH/LGD/03, GB341/96.

[00918] 175. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 173, en
donde el genotipo Massachusetts se selecciona de una lista que contiene: H120, H52,
Spain/98/308, IBMA5-1, SD/97/01, Beaudette, Spain/96/334, M41-M21883.

[00919] 176. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 173, en
donde el genotipo 4/91 se selecciona de una lista que contiene: Spain/98/328,
Spain/92/35, IR-3654-VM, FR-CR88061-88, FR-85131-85, UK-1233-95, UK/3/91,
Spain/00/336, UK/7/91, 4/91 patogénico, 4/91 atenuado, IB4-91.

[00920] 177. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 173, en
donde el genotipo Q1 se selecciona de una lista que contiene: CK/CH/LDL/98I,
CK/CH/LSD/08-10, J2, Q1, ARO8ER22, AR0O8BA21, Chile-295-10.

[00921] 178. El IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 173, en
donde el genotipo Italy 02 se selecciona de una lista que contiene: Spain/99/316, Italy-
02, UK-L633-04, 1t-497-02, Spain/05/866, Spain/04/221, Spain/00/337, Spain/155/09,
Spain/03/08.

[00922] 179. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 178, en donde el IBV es del genotipo Massachusetts cepa H52.

[00923] 180. ElI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 179, en donde el genotipo H52 es H52U.

[00924] 181. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 180, en donde el H52 tiene una secuencia de nucleétidos como se muestra
para EU817497 o una secuencia que tiene al menos el 95%, al menos el 96%, al menos
el 97%, al menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad de
secuencia con ella.

[00925] 182. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 181, en donde la cepa de H52 tiene una proteina spike (S1) que tiene una

secuencia de aminoacidos como se muestra para AF352315 o una secuencia que tiene
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al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99%
o al menos el 99,5% de identidad de secuencia con ella.

[00926] 183. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 182, en donde la cepa de H52 tiene una proteina de nucleocapside (N)
tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra para AY044185 o AF352310 o
una secuencia que tiene al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos
el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad de secuencia con al menos
una de las secuencias antes mencionadas.

[00927] 184. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 183, en donde la cepa de H52 tiene una proteina de envoltura (E) que
tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra para AF317210 o una secuencia
que tiene al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al
menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad de secuencia con ella.

[00928] 185. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 184, en donde la cepa de H52 tiene una proteina de glucoproteina de
membrana (M) que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra para
AF286185 o una secuencia que tiene al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el
97%, al menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 99,5% de identidad de secuencia
con ella.

[00929] 186. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 185, en donde el IBV no es N1/88, Q3/88, V18/91 o V6/92.

[00930] 187. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 186, en donde la composicién inmunogénica es una vacuna.

[00931] 188. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 187, en donde la composicion inmunogénica comprende un portador
farmacéuticamente aceptable.

[00932] 189. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 188, en donde
el portador farmacéuticamente aceptable es solucion salina tamponada con fosfato.
[00933] 190. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 189, en donde la composicién inmunogénica es efectiva en el tratamiento y/o la
prevencion de signos clinicos causados por IBV en un sujeto que lo necesita.

[00934] 191. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 190, en donde la composicion inmunogénica protege contra una estimulacion
homoéloga.

[00935] 192. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
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2 a 191, en donde la composicion inmunogénica protege contra una estimulacion con
M41.

[00936] 193. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 192, en donde dicha composicion inmunogénica se formula para una administracion
de dosis simple.

[00937] 194. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 193, en donde dicha composicién inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00938] 195. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 194, en donde la composicién inmunogénica comprende 1 a 10 log1o EIDso del IBV.
[00939] 196. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 195, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 5 log1o EIDso del IBV.
[00940] 197. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 196, en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 4 log1o EIDso del IBV.
[00941] 198. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3a esta inactivado.

[00942] 199. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3b esta inactivado.

[00943] 200. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 5a esta inactivado.

[00944] 201. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 5b esta inactivado.

[00945] 202. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3a y el ORF 3b esta inactivado.

[00946] 203. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3a y el ORF 5a esta inactivado.

[00947] 204. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3a y el ORF 5b esta inactivado.

[00948] 205. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3b y el ORF 5a esta inactivado.

[00949] 206. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3b y el ORF 5b esta inactivado

[00950] 207. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 5a y el ORF 5b esta inactivado.

[00951] 208. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
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clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3a y el ORF 3b y el ORF 5a esta inactivado.
[00952] 209. El IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3a y el ORF 3b y el ORF 5b esta inactivado.
[00953] 210. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 5a y el ORF 5b y ORF 3a esta inactivado.

[00954] 211. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 5a y el ORF 5b y ORF 3b esta inactivado.

[00955] 212. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 197, en donde el ORF 3a y el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b esta
inactivado.

[00956] 213. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 212, en donde el
ORF 3a esta inactivado.

[00957] 214. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 212, en donde el
ORF 3b esta inactivado.

[00958] 215. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 212, en donde el
ORF 5a esta inactivado.

[00959] 216. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 212, en donde el
ORF 5b esta inactivado.

[00960] 217. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 212, en donde el
ORF 3a y el ORF 3b estan inactivados.

[00961] 218. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 212, en donde el
ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

[00962] 219. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de
bronquitis infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 a 212, en donde el
ORF 3ayel ORF 3by el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

[00963] 220. Un kit que comprende el IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo
con cualquiera de las clausulas 1 a 219.

[00964] 221. El kit de acuerdo con la clausula 220, en donde el kit también comprende

una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades de
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aves.

[00965] 222. El kit de acuerdo con la clausula 221, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades de
aves de corral.

[00966] 223. El kit de acuerdo con la clausula 222, en donde el kit también comprende
una carta de instrucciones para el tratamiento y/o la prevencion de IB.

[00967] 224. Un método para inmunizar a un sujeto que comprende la administracién a
un sujeto de una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2a219.

[00968] 225. Un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos causados
por IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracién al sujeto de una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inmunogénica de acuerdo con
cualquiera de las clausulas 2 a 219.

[00969] 226. Un método de reduccién de ciliostasis en un sujeto que lo necesita, en
comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma especie,
que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 219.
[00970] 227. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 219 para usar en un método de inmunizacion de un sujeto, que comprende la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién
inmunogénica.

[00971] 228. La composicidon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 219 para usar en un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos
causados por IBV en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al
sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composicién inmunogénica.
[00972] 229. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas
2 a 219 para usar en un método de reduccion de ciliostasis en un sujeto que lo necesita,
en comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma
especie, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente
eficaz de dicha composicion inmunogénica.

[00973] 230. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 229,
en donde dicho sujeto es un ave.

[00974] 231. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 230,
en donde dicho sujeto es un ave de corral.

[00975] 232. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 231,
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en donde dicho sujeto se selecciona de la lista que consiste en pollo, pavo, codorniz o
faisan.

[00976] 233. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 232,
en donde la composicion inmunogénica se administra una vez.

[00977] 234. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 232,
en donde la composicion inmunogénica se administra en dos o mas dosis.

[00978] 235. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 234,
en donde dicha composicion inmunogénica se administra por via subcutanea,
intramuscular, oral, in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
[00979] 236. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 235,
en donde dicha composicion inmunogénica se administra por gota oftalmica.

[00980] 237. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 236,
en donde la composicion inmunogénica comprende 1 a 10 log1o EIDso del IBV.

[00981] 238. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 237,
en donde la composicién inmunogénica comprende 2 a 5 log1o EIDsg del IBV.

[00982] 239. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 238,
en donde la composiciéon inmunogénica comprende 2 a 4 logo EIDso del IBV.

[00983] 240. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 239,
en donde la composicion inmunogénica se administra a sujetos dentro de la primera
semana de edad, dentro del primer al tercer dia de edad, dentro de los dos primeros
dias de edad o dentro del primer dia de edad.

[00984] 241. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 240,
en donde la composicién inmunogénica se administra a sujetos dentro del primer dia de
edad.

[00985] 242. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 241,
en donde dicho método resulta en una mejora en un parametro de eficacia seleccionado
del grupo que consiste en: prevencion o reduccion de ciliostasis, prevencion o reduccion
de estertores, prevencion o reduccion de caida de huevos, prevencion o reduccion de
lesiones renales, prevencién o reduccion de diarrea acuosa, prevencion o reduccién de
la pérdida de peso, una menor carga viral, una dispersion viral reducida o sus
combinaciones, en comparacion con un sujeto de un grupo de control no tratado de la
misma especie.

[00986] 243. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 242,
en donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccion de

ciliostasis en comparacién con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
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especie.

[00987] 244. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 243,
en donde el tratamiento o la prevencion resulta en una prevencion o reduccion de
lesiones renales en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la
misma especie.

[00988] 245. El método o el uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 224 a 244,
en donde el tratamiento o la prevencién resulta en una prevencion o reduccion de caida
de huevos en comparacion con sujetos de un grupo de control no tratado de la misma
especie.

[00989] 246. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 219 para uso terapéutico.

[00990] 247. EIl IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 219 para usar como un inmunogeno o vacuna.

[00991] 248. EI IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1 a 219 para usar como un medicamento.

[00992] 249. Uso del IBV o la composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 219 para la fabricacion de un medicamento.

[00993] 250. Uso del IBV o la composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de
las clausulas 1 a 219 para el tratamiento y/o la prevencion de infecciones por IBV en un

sujeto.
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EJEMPLOS

[00994] Los siguientes ejemplos estan establecidos mas abajo para ilustrar las
realizaciones especificas de la presente invencion. Estos ejemplos son meramente
ilustrativos y se entiende que no limitan el alcance de los principios subyacentes de la

presente revelacion.

EJEMPLO f1:
CONSTRUCCION DE PLASMIDOS

Construccion de un plasmido

[00995] Se utilizd la cepa IBV-H52 (Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Alemania). El
disefio de los plasmidos donantes fue seguido principalmente por Kuo et al. 2000 (J.
Virol., 74: 1393-1406). El plasmido donante p-IBV se construyé a partir de la ligadura
subsiguiente de cinco subplasmidos: p-IBV-5, p-IBV-1b, p-IBV-S, p-IBV-SIR y p-IBV-3T
(Tabla 1).

Tabla 1 - Vision general de los subplasmidos

Plasmido | Genes Coordinadas Longitud 3’-extremo
(nt) RES?
p-IBV-5 IBV 5-UTR 1-497 497 BstBI
p-IBV-1b IBV 3’-end 1b, S (ss) 19610-20379 770 Xhol
p-IBV-S IBV S (ec) 20379-23590 3211 Styl
p-IBV-SIR | IBV S (tm, en), 3a, 3b, E, M | 23591-25318 1728 EcoRl
p-IBV-3T IBV 5a, 5b, N, 3-UTR 25319-27640 2322 Mssl, Pacl
p-MHV-8 MHV S (ec) n.a. 3757 Styl

(ss) = Secuencia de sefial; (ec) = ectodominio; (tm) = dominio transmembrana; (en) =
endodominio; n.a = no aplicable; a: BstBl esta presente en el gen 1b, pero no esta
completamente presente en la 5'-UTR; Xhol fue introducido en silencio.

El plasmido IBV-5 comprende la region 5' no traducida (UTR) cercana de longitud
completa. El plasmido IBV-1b comprende los ultimos 754 nt del gen pol 1b, incluyendo
el solapamiento de 50 nt con el gen spike, y el primer 66 nt del gen spike, incluyendo la
secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia sefial de la proteina spike. El
plasmido IBV-S contiene el ectodominio de longitud completa del gen spike, 3211 nt de
longitud. El plasmido IBV-SIR comprende los ultimos 212 nt del gen spike (el
transmembrana y el endodominio), el gen accesorio 3, el gen de la envoltura, el gen de
la membrana y la mitad de la regién intergénica (IR). El Plasmido IBV-3T comprende la
region 3' terminal del genoma de IBV, incluyendo la segunda mitad del IR, el gen

accesorio 5, el gen de la nucleocapside, el 3'-UTR y una secuencia poli-A de 100 nt.

[00996] Todas las uniones de plasmido son sitios de escisién de enzimas de restriccidon
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naturalmente existentes (RES), excepto para el sitio Xhol que conecta p-IBV-1b y p-IBV-
S, el que se introdujo silenciosamente. Los sitios RES se hicieron Unicos mediante la
eliminacion en silencio de estos RES de otras partes del genoma viral incluido en el

donante plasmido (Tabla 2).

Tabla 2 - mutaciones silenciosas introducidas en rIBVY

Gen Ubicacién Secuencia de | Secuencia RE Funcién
peso Rec

1b 20247.20252 | TTGAAA cTtAAg Aflll n.a.

1b 20283.20290 | TTAATTAA TTgATaAA Pacl | Eliminado

S 20379.20384 | CAGTAG ctcgAG Xhol Intercambio S

S 21356.21361 | TCAATTG agtATTG Mfel Eliminado

S 21636.21641 | CCAAGG CCAgGG Styl Eliminado

S 21995.22000 | TCAATTG agtATTG Mfel Eliminado

S 22018.22023 | CAATTG CAgTTa Mfel Eliminado

S 22114.22119 | ACGCGT ACtCGg Mlul Eliminado

S 22480.22485 | CTTAAG CTgAAa Aflll Eliminado

S 22564.22569 | ACTAGT ACaAGc Spel | Eliminado

S 23604.23609 | GTTAGC GcTAGC Nhel | Supresién 3ab

3a 23817.23822 | ACGTCC ACtagt Spel | na.

3a 23888.23893 | AGCGCT tGCcCT Afel Eliminado

3b 24002.24007 | ACTGGT ACcGGT Agel | na.

E 24200.24205 | AGCGCT gGCaCT Afel Eliminado

E 24299.24304 | TACATG cACgTG Pmll | Supresion 3ab

M 24574.24579 | ACAAGA ACgcGt Mlul n.a.

IR 25467.25472 | AGCGCT n.a. Afel Supresién 5ab

5a 25500.25505 | ACTAGT n.a. Spel | na.

5a 25595.25600 | ACGCGT gCGaGT Miul Eliminado

5b 25825.25830 | CCAAGG tCAgGG Styl Eliminado

N 25969.25974 | GCATCT GCtagc Nhel | Supresién 5ab

N 26792.26797 | CACGTG CtaGgG Pmll Eliminado

N 26857.26862 | ACGCGT ACtCGg Miul Eliminado

N 27053.27058 | CCAAGG CgAAaG Styl Eliminado

Ademas, los RES semi-unicos fueron introducidos por mutaciones silenciosas dentro de
200 nt corriente arriba y corriente abajo de los genes accesorios 3 y 5, lo que permite
su manipulacién. Por ultimo, los RES Mssl y Pacl unicos se incluyeron después de la
secuencia poli-A, lo cual permite la linealizacion del plasmido por una unica divisién de
enzimas de restriccion. Todos los plasmidos fueron generados por GenScript
(Piscataway, NJ, EEUU) y proporcionaron en el plasmido pUC57-simple, un plasmido
de clonacion estandar con el poliligador eliminado.

[0997] Todos los fragmentos gendémicos se ligaron paso a paso en p-IBV-5 usando las
enzimas de restriccion especificadas en la tabla 1 y posteriormente se transformaron
usando células competentes HB101. El plasmido final consistia en p-IBV-5-1b-S-SIR-

3T, ahora denominado p-IBV. La composicion de los plasmidos se controlé en cada
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etapa por PCR, digestion de enzimas de restriccion y secuenciacion de los insertos
(Macrogen, Seul, Corea del Sur).

Construccion del plasmido del donante de mIBV

[0998] Se amplificod el ectodominio del gen que codifica Spike de MHV de Vennema et
al., 1996 (EMBO J. 15: 2020-2028) a partir de pTUG/pTUMS mediante PCR usando
cebadores con un saliente Xhol (Tabla 3) y se ligé en pJet1. 2 resultando en p-MHV-S.
Se utiliz6 mutagénesis dirigida al sitio (SDM) con el kit SDM Q5 (New England Biolabs,
Ipswich, EE. UU.) para eliminar en silencio un EcoRI y un Xhol RES interfiriendo con los

pasos subsiguientes de clonacion (Tabla 3)

Tabla 3: Secuencias de cebador para clonar y SDM

Cebador Secuencia (5’ 2 3’)? Funcién

Xhol-t-MHV-S.F01 CTCGAGTTATATTGGTGATTTTAGATGTATCCA | Clonacion
G MHV S
(SEC ID NO:3)

MHV-S-Styl-Xhol.R01 CTCGAGCCAAGGCCATTTCACATACATTTC Clonacion
(SEC ID NO:4) MHV S

pMHV-S-SDM414.F02 | AGCTTGTGAACTCAAACGGTG (SEC ID NO:5) SDM EcoRlI

pMHV-S-SDM414.R02 | GGATACATCTAAAATCACCAATATAAC (SEC ID | SDM EcoRI

NO:6)
pMHV-S-SDM2823.F03 | TTACTATAAGTTCGAGACTGCC (SEC ID NO:7) | SDM Xhol
pMHV-S-SDM2823.R03 | CACCCTGCATTAATGCAC (SEC ID NO:8) SDM Xhol
IBV-H52 N _ATG_FW ACCATGGCGAGCGGTAAGA (SEC ID NO:9) Transcripto-N
IBV-M41-#2-IR-RV TTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCTCTAACTCTATAC | Transcripto-N
TAG

(SEC ID NO:10)

A: Los sitios de enzimas de restriccion Xhol en los cebadores Xhol-t-MHV-S.FO1 y MHV-
S-Styl-Xhol.R01 estan en italica; Un residuo de timina adicional para mantener la
secuencia de ectodominio del gen spike MHV en el marco con la secuencia del

ectodominio del gen spike IBV esta en negrita.

El ectodominio spike de MHV se ligd en p-IBV-5-1b, seguido en etapas de clonacion
subsecuentes por los fragmentos de IBV SIR y 3T, resultando en p-IBV-5-1b-mhvS-SIR-

3T, ahora denominado p-mIBV.

Construccion de los plasmidos delta con supresion doble y cuadruple de los genes que

codifican para 3ab y 5ab

[0999] Los genes accesorios 3 y 5 se suprimieron. El disefio in silico del fragmento delta
3ab (A3ab) fue tal que la superposicion de 1 nt entre el codon de parada del gen spike
y el codén ATG del gen 3a se reemplazé por un solapamiento entre el codén de parada
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de spike y el codon ATG del gen de la envoltura. La superposicion ahora no codificante
de 20 nt entre el extremo 3' del gen 3b y el gen de la envoltura permanecié por tanto
presente. Se espera que la TRS (secuencia reguladora de la transcripcion) localizada
en el extremo 3' del gen spike para formar el ARN subgendmico comenzando con el gen
3a permanezca funcional, pero ahora comienza con el gen de la envoltura. El disefio del
fragmento delta 5ab (A5ab) fue tal que el codon ATG del gen 5a es ahora el codéon ATG
del gen de la nucleocapside. El solapamiento ahora no codificante de 58 nt entre el
extremo 3' del gen 5b y el gen de la nucleocapside permanecen por tanto presente. El
TRS situado en el extremo 3' del gen 5b para formar el ARN subgendémico que
comprende el gen de la nucleocapside fue eliminado junto con el gen 5b; pero se espera
que el TRS en el extremo 3' del IR permanezca funcional, siendo ahora usado para
formar un ARN subgendmico comenzando con el gen de la nucleocapside.

[01000] Se generaron fragmentos de ADN que se extienden desde la RES semi-Unica
que rodea los genes accesorios 3 y 5, con las supresiones disefiadas como se ha
descrito anteriormente (A3ab y Ab5ab), y se ligaron en pUC57-simple mediante
Genscript. Delta3ab se ligd en p-IBV-5-1b-S-SIR después de la doble digestion de Nhel-
Pmll para eliminar el gen 3ab, seguido por la regién 3T para formar p-IBV-5-1b-S-
SIRA3ab-3T, ahora llamado P-IBV-\Delta 3ab. Delta5ab se ligé en p-IBV-3T después de
la doble digestion de Afel-Nhel para eliminar el gen 5ab. El fragmento 3TA5ab fue
subsiguientemente ligado después de p-IBV-5-1b-S-SIR o p-IBV-5-1b-S-SIRA3ab para
formar p-IBV-5-1b-S-SIR-3TA5ab y p-IBV-5-1b-S-SIRA3ab-3TA5ab, respectivamente,
ahora denominados p-IBV-A5ab y p-IBV-A3ab5ab.

Construccion de un plasmido N transcripto
[01001] Un plasmido de transcripcion de ARN que contiene el gen de la nucleocapside
y la secuencia 3'-UTR de la cepa IBV H52 se genero por RT-PCR amplificando la regién
respectiva utilizando los cebadores IBV-H52.N.ATG.FW e IBV-M41.#2.IR.RV Tabla 3).
El amplicén se ligoé en pJet1.2, dando como resultado p-IBV-N, que se verifico mediante
secuenciacion.
EJEMPLO 2:

GENERACION DE IBV ATENUADA
Transcripcion in vitro
[01002] Se sintetizaron transcriptos de donante run-off tapados, a partir de p-IBV, p-
mIBV y p-IBV-N utilizando el kit de mMessage mMachine T7 (Ambion de la Thermo

Fisher Scientific). En resumen, el p-mIBV fue Pacl-linealizado, y p-IBV y p-IBV-N fueron
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Mssl-linealizados. EI ADN del plasmido linealizado se precipitdé con etanol. Las
reacciones de franscripcion se prepararon de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, utilizando 1,5y 0,5 ug de ADN linealizado por 10 pl de reaccion para p-(m)
IBV y p-IBV-N, respectivamente. Después de 1 hora de incubacion a 37° C, la
produccion de ARN se probd analizando 1 pl del volumen de reaccién usando
electroforesis en gel. Después de un total de 2 horas de incubacion, la reaccion se
detuvo transfiriendo los tubos de reaccion sobre hielo.

Recombinacion de ARN dirigida y el rescate de mIBV

[01003] El gen spike de IBV se reemplazé por un gen spike quimérico de MHV-IBV en
el genoma de IBV mediante la recombinacion de ARN dirigida entre el ARN del donante
generado por p-mIBV y el ARN de virus receptor (IBV), tal como lo describi
esencialmente anteriormente Kuo et al. 2000 (J. Virol. : 1393 - 1406). Dado que la
infeccion de la mayor parte del IBV no es posible en lineas celulares continuas, el ARN
del virus del IBV se transfect6 en su lugar en células BHK-21, una linea celular conocida
para apoyar la replicacion de la cepa Beaudette del IBV adaptada al cultivo celular. Se
transfectaron veinte microlitros de ARN viral de IBV-H52 junto con 10 pl de mezclas de
reaccion del transcripto de p-mIBV y p-IBV-N fueron transfectados en células BHK-21
por electroporacion usando dos pulsos a 850 V y 25 yF en un aparato de electroporacion
Gene Pulser (Bio-Rad). Se sembraron células BHK-21 transfectadas sobre monocapas
de células LR7 y se incubaron a 37°C.

[01004] A 2 dias después de la transfeccidn, cuando se observaron sincitios en la
monocapa LR7, se recogi6 el sobrenadante y se purificaron los virus mediante dos
rondas de purificacion de placas en células LR7. La caracterizacion del ultimo tercio del
genoma de los recombinantes candidatos se realizd6 mediante RT-PCR vy la
secuenciacion de Sanger, usando los conjuntos de los cebadores especificados en la
Tabla 4. Se cultivaron y titularon en las células LR7 los stocks de la cepa murinizada
IBV (m) IBV # 1B3-lIA.

Recombinacion de ARN dirigida y el rescate del IBV recombinante

[01005] Se genero IBV recombinante (rIBV-peso) introduciendo el ectodominio spike de
IBV de nuevo en el genoma de mIBV mediante la recombinacion del ARN dirigida entre
el ARN donante generado por p-IBV y el virus receptor mIBV. Las células LR7 se
infectaron con mIBV a una MOI (multiplicidad de infeccion) de 0,4 durante 4 horas. Los

transcriptos del donante run-off tapados procedentes de p-IBV se transfectaron en las
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células LRY7 infectadas con mIBV usando dos impulsos a 850 V y 50 pF. Las células LR7
electroporadas se diluyeron a 2 ml en DMEM caliente y se prepararon diluciones diez
veces de 10° a 103. Doscientos microlitros de suspensiones de células LR7 se
inyectaron intra-alantoicamente en huevos de pollo embrionados SPF de 10 dias de
edad, 5 huevos por dilucion. Los huevos fueron calcinados dos veces al dia y anotada
su muerte embrionaria. Después de la muerte, o después de 7 dias, los huevos se
transfirieron a 4°C, y 16-24 horas mas tarde la AF se recogié asépticamente para RT-
gPCR, y la membrana corioalantoide (CAM) de cada huevo se fij6 en formalina al 10%
de IHC. La AF de los huevos inoculados con la mayor dilucion de células LR7
electroporadas, en las que el virus fue detectado por RT-gPCR e IHC, se someti6 a dos
rondas adicionales de diluciéon de punto final en ECE de 8 dias de edad. La
caracterizacion genética de los recombinantes candidatos se realiz6 mediante RT-PCR

y por secuenciacion de Sanger, utilizando los conjuntos de los cebadores especificados

en la Tabla 4.
Tabla 4 - Secuencias de los cebadores
Conjunto Objetivo Cebador Secuencia (5’ 2 3’)? Amplicén
de (bp)®
cebadores
A IBV 1a-IBV 1a | IBV.F02 GGTGTAACACCAGAGATAAATG 1416
(SEC ID NO:11)
IBV.R02 ATTTACGACGTCAAGAGCGTC
(SEC ID NO:12)
B MHV 1b - MHV | 1173 GACTTAGTCCTCTCCTTGATTG 2479
S (SEC ID NO:13)
1127 CCAGTAAGCAATAATGTGG
(SEC ID NO:14)
C IBV1b-I1BVS | IBV.F73 TCAGCATGGACGTGTGGTTA 992

(SEC ID NO:15)

IBV.R73 | CCCCATGTAAATGCCAACCA
(SEC ID NO:16)

D IBVS-IBVS IBV.F14 TAAATGGTGATCTTGTTT 708
(SEC ID NO:17)

IBV.R13 | CGCTCTTAGTAACATAAAC
(SEC ID NO:18)

E IBVS-IBVM | IBV.F15 | TGCTGCTTCCTTTAATAAG 1994 (1646)
(SEC ID NO:19)

IBV.R15 | CTGCGACAAGACCTCCTG
(SEC ID NO:20)

F IBV1b-MHV S | mIBV.F47 | TCAGCATGGACGTGTGGTTA 1035
(SEC ID NO:21)

mIBV.R47 | CCCAGGCCTTGTGAAACTTC
(SEC ID NO:22)

G MHV S - MHV | MHV.FO5 | ACCCTCCGCTACTACGTTTT 966
s (SEC ID NO:23)

MHV.R05 | AGGCAGGTATCATGTGACCA
(SEC ID NO:24)
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Conjunto Objetivo Cebador Secuencia (5’ 2 3’)? Amplicén
de (bp)°
cebadores
H MHV S-1BVM | MHV.F08 | GGATGGGTTTGATGCAACCA 2129

(SEC ID NO:25)

IBV.R37 | GAGAAAGCACCATTGGCACA
(SEC ID NO:26)

I IBVIR-IBVN | IBV.F28 TGTTGTAGGTTGTGGTCCCA 1633 (1248)
(SEC ID NO:27)

IBV.R16 | CTGAGGTCAATGCCTTATC
(SEC ID NO:28)

a. Las secuencias de los cebadores IBV.F73 y mIBV.F47 son idénticas. b. Para las
longitudes de los conjuntos de cebadores [E] e [I] del amplicon para las variantes del

delta del rIBV en las que se suprimen los genes 3 y/o 5 se indican entre paréntesis.

Inmunofluorescencia de doble tincién de IBV, mIBV y MHV

[01006] La caracterizacion biolégica de la naturaleza quimérica del mIBV se realizd por
tincion doble de inmunofluorescencia para IBV y MHV. Las células BHK-21 y LR7 se
propagaron sobre la platina y se inocularon con IBV Beaudette y MHV A59 y mIBV #
1B3-llA, respectivamente, a una MOI de 1,0. Las células se fijaron con PBS
paraformaldehido al 4% (Aurion, Wageningen, Paises Bajos) durante 20 minutos a la
TA después de 8, 5% y 10 hpi para IBV, MHV y mIBV, respectivamente, durante la
primera ronda de infeccién. Las células se permeabilizaron con PBS que contenia 0,1%
de Triton X-100, se incubaron con suero de cabra normal (NGS), y se incubaron durante
45-60 minutos con una combinacién de dos anticuerpos primarios en NGS: poli-suero
de conejo anti-MHV k134 [Rottier et al. 1981, J. Virol. 38: 20 - 26] diluido a 1:400 y suero
de pollo anti-IBV-H120 diluido 1:400, o de raton MAb Ch/IBV 26,1 [Thermo Fisher
Scientific] diluido 1:200. El suero anti-IBV-H120 de pollo se obtuvo después de
inmunizaciones repetidas de pollo SPF con la cepa IBVstra H120. Las células se lavaron
tres veces con PBS 0,05 % Tween-20 y se incubaron en la oscuridad durante 45 minutos
con una combinacion de dos anticuerpos secundarios marcados con fluorcromo diluidos
1:200 en NGS: Alexa Fluor 488 Cabra anti-Pollo IgY y Alexa Fluor 568 Cabra Anti-lgG
de conejo o Alexa Fluor 488 I1gG anti-ratén de cabra y Alexa Fluor 568 IgG de cabra anti-
conejo [Invitrogen como parte de Thermo Fisher Scientific]. Las células fueron lavadas
tres veces y los nucleos fueron teiidos con 300 nM DAPI en PBS durante 5-10 minutos
en la oscuridad. Las células se lavaron una vez con miliQ y se montaron con Fluorsave
(Calbiochem de Merck Millipore, Billerica, MA, EE. UU.). Las diapositivas se visualizaron
utilizando un microscopio Olympus BX60 con filtros 13, A y N2.1 con un CCD de color
Leica DFC425C y el software LEICA LAS-AF (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

157




01-3188 PCT

Curvas de crecimiento de las variables IBV recombinantes in ovo

[01007] Se inocularon ECE de ocho dias de edad con 10° ELDsy de IBV-H52, IBV
recombinante de tipo salvaje (las secuencias de aminoacidos de este virus rIBV-peso
son idénticas a la secuencia de aminoacidos del IBV H52, pero la secuencia de
nucleodtidos difiere debido a lo denominado mutaciones silenciosas en la secuencia
gendémica), rIBV-A3ab, rIBV-A5ab o rIBV-A3ab5ab. Los huevos fueron calcinados dos
veces al dia y después de 0, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas de incubacion, se transfirieron
cinco huevos predeterminados por cepa de virus a 4°C durante 16-24 horas, y la AF se
cosecho ascéticamente y se almacend a -80 ° C. Si uno 0 mas embriones por cepa de
virus murieron 12 horas antes del punto de tiempo predeterminado de recoleccion, ese
punto de tiempo se excluyd de un andlisis adicional. Las muestras de liquido alanotoico
se diluyeron 10 veces en PBS sin Ca y Mg, y los acidos nucleicos se extrajeron con el
kit QlAamp DNA Blood Mini (Qiagen) y la adicion del ARN portador usando el robot de
pipeta Hamilton Starlet (Reno, Nevada, EE. UU.). Los acidos nucleicos extraidos se
analizaron mediante RT-gPCR para la cantidad de ARN de IBV con un protocolo
adaptado de Callison et al. 2006 (J. Virol. Methods 138: 60-65). En resumen, se
aplicaron los mismos cebadores y sondas y se adapté el perfil térmico para el uso de la
mezcla maestra ABI TagMan Fast Virus 1-Step (Applied Biosystems de Thermo Fisher
Scientific) y de Roche el 480 LightCycler. Todas las muestras de acido nucleico fueron
ejecutadas y analizadas en triplicado usando una serie de dilucién de 10 veces de IBV-
H52 como referencia.

EJEMPLO 3:
Preparacion de la Vacuna y del virus probad:

[01008] Para los experimentos en animales se ensayaron cinco IBV, el IBV-H52 de tipo
salvaje, rIBV-peso, rIBV-A3ab, rIBV-A5ab y rIBV-A3ab5ab. Todos los virus se han
propagado en huevos de FPS embrionados de 8 dias de edad (GD, Deventer, Paises
Bajos). El liquido alonatoico se recogid, se alicuotd y se almacend a -80 ° C hasta su
uso posterior. La titulacién del virus se determindé utilizando una solucion salina
tamponada con fosfato estéril (PBS) de 10 veces el virus diluido. Se inocularon cinco
huevos para cada dilucion con 100 pl en la cavidad alantoidea de huevos FPS
embrionados de ocho dias de edad, se sellaron los huevos y se incubaron a 37°C. Los
embrionarios muertos dentro de las primeras 24 horas después de la inoculacién fueron
considerados inespecificos. Los huevos fueron calcinados diariamente hasta el séptimo
dia después de la inoculacion. Se consideraron positivos los embriones y los embriones

muertos que presentaban signos especificos para el IBV (el rizado y el enanismo de los
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embriones, los embriones ahusados, rojos o hemorragicos y posiblemente depésitos
blancos de uratos en los rifiones). La dosis infecciosa de huevo 50% (EIDso) se calculd
siguiendo el método de Reed y Muench [Reed, L.J., y H. Muench (1938). Un método
simple de estimar puntos finales del cincuenta por ciento. Am J Epidemiol 27: 493 - 497].
Para la vacunacion, los virus se diluyeron en PBS estéril para obtener un titulo de 103
EIDs0/0,1 ml. El virus probado M41 del serotipo de Massachussetts (obtenido de GD
Deventer, Deventer, Paises Bajos) se propagd en huevos SPF embrionados de 11 dias
de edad (VALO BioMedia GmbH, Osterholz-Scharmbeck, Alemania). El liquido alantoico
se recogio 24 horas después de la inoculacion, se dividié en alicuotas y se almaceno a
-80° C hasta su uso posterior. La titulacion del virus se determiné como se ha descripto
anteriormente con la excepcion de que se utilizaron huevos SPF embrionados durante
11 dias. Para la infeccién provocada, la cepa M41 de IBV se diluyé en PBS estéril para
obtener un titulo objetivo de 103 EIDs/0,1 ml.
EJEMPLO 4
DATOS DE EFICACIA DE LA VACUNA 1 PARA A3ab, A5ab, A3ab5ab

[01009] Material y métodos: Los pollos utilizados para este estudio se incubaron a

partir de huevos de SPF (GD, Deventer, Paises Bajos). Los pollos se dividieron en siete
grupos. Los grupos 1-6 contenian 15 pollos mientras que diez pollos fueron asignados
al grupo 7. En un dia de edad, los pollos fueron transferidos a aisladores con suministro
fitrado con HEPA y aire de escape con humedad regulada (40-70%) y temperatura (20-
21° C). Los animales se mantuvieron bajo condiciones de vivienda de acuerdo con los
requisitos locales y nacionales para las recomendaciones de bienestar animal. El
régimen de luz se ajustdé a 12 horas de obscuridad y 12 horas de luz por dia. La
alimentacion y el agua se proporcionaron ad libitum. Después de la transferencia a los
aisladores, los pollos de los grupos 1-5 fueron vacunados al dia con 0,1 ml de las
vacunas diluidas (10° EIDs¢/0,1 ml) a través de la via ocular (0,05 ml/ojo). El factor de
dilucion se determiné basandose en la titulacion obtenida después de la titulacion del
virus. Los pollos del grupo 1 fueron vacunados con IBV-H52 mientras que los pollos de
los grupos 2-5 fueron vacunados con rIBV-peso (grupo 2), rIBV-A3ab (grupo 3), riBV-
A5ab (grupo 4), rIBV-A3ab5ab). Los pollos del grupo 6 no fueron vacunados y sirvieron
como control de la prueba. Los pollos del grupo 7 sirvieron como control negativo estricto
(SNC), y no fueron vacunados ni probados. A los siete dias después de la vacunacion
se eliminaron 5 pollos de los grupos 1-6, se sacrificaron y se toma la traquea de cada
pollo. Los pollos de los grupos 1-6 se probaron al dia 21 después de la vacunacion con

103-EIDso/0,1 ml del virus probado M41 a través de la via ocular como se describe
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anteriormente. A los siete dias después de la exposicion, todos los pollos fueron
eutanasiados y las traqueas fueron retiradas. Las traqueas recuperadas del dia siete
después de la vacunacion y la infeccién después de la prueba del dia siete se cortaron
en diez secciones transversales. La traquea se cortd en tres secciones transversales de
la parte superior, cuatro secciones transversales de la parte media y tres secciones
transversales de la parte inferior. Las secciones se enjuagaron con PBS precalentado y
se examinaron no mas tarde de 2 horas después del muestreo por microscopia de baja
ampliacion para la actividad ciliar. Para una seccion traqueal dada, la actividad ciliar se
considera normal cuando al menos el 50% del anillo interno muestra un movimiento ciliar
vigoroso. Un pollo se considera no afectado por el virus utilizado para la vacunacién al
dia siete después de la vacunacién o no afectado por el virus probado, por lo tanto
protegido de la prueba a los siete dias después de la infeccidon provocada si no menos
de 9 de cada 10 anillos muestran una actividad ciliar normal.

Resultados: Se observaron los pollos de cada grupo para los signos clinicos después
de la vacunacion y después de la infeccion por la prueba. Después de la vacunacion,
ninguno de los pollos mostraba signos de enfermedad que pudiera estar asociada con
la vacunacion. Un ave del grupo 3 fue hallada muerta dos dias después de la
vacunacion. La necropsia realizada revelo la infeccidon del saco vitelino. Después de la
infeccion por la prueba no se observaron signos clinicos en los grupos 1 - 5 vacunados,
ni en el grupo SNC 7. Se debe mencionar que del grupo 1 (IBV - H52) se retir6 un ave
y se sacrifico un dia después de la infeccion por la prueba. Sin embargo, esta ave ya
estaba deprimida a partir del dia 18 después de la vacunacion, que es tres dias antes
de la infeccion por la prueba. La necropsia reveld pequefias observaciones digestivas y
un cultivo sobrecargado que indica un trastorno digestivo. En contraste, cuatro aves del
grupo no vacunado desafiado mostraron signos respiratorios tipicos de la bronquitis
infecciosa entre dos y tres dias después de la infeccion de la prueba.

La patogenicidad de cada virus se evalué mediante el analisis de los puntajes de ciliar.
La actividad ciliar se define como no afectada para una seccion traqueal dada cuando
>50% de los anillos internos muestra un movimiento ciliar vigoroso, que es una puntaje
de 2. El puntaje se encuentra en una escala de 0-4, siendo que 0 es un cien por ciento
ciliar en movimiento. El puntaje de 1 significa aproximadamente el 75% del movimiento
de la muestra traqueal ciliar. Cincuenta, 25y <25% del movimiento ciliar resultan en una
puntaje de 2, 3 y 4, respectivamente. El puntaje de lesion traqueal mas alta es 40, que
es la suma de diez secciones traqueales con un puntaje de 4. La suma de cada puntaje

por pollo se promedio y se analizaron las diferencias. Los puntajes medios de lesion
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traqueal de los diferentes grupos se enumeran en la Tabla 5. Los resultados de este
estudio demostraron que cada uno de los tres items de prueba recombinante de IBV
(rIBV-A3ab, rIBV-A5ab y rIBV-AabA5ab) se puede administrar de forma segura. Esto
es, puesto que el puntaje medio de ciliostasis a los 7 dias después de la administracion
de una dosis de los mutantes de supresion (rIBV- A3ab, rIBV-A5ab y rIBV-A3abA5ab)
fue significativamente menor (p <0,05) que el puntaje medio de la lesién traqueal a 7
Dias después de la administracion del virus parental recombinante (rIBV-peso) cuando
se administra a pollos de capa SPF de un dia. Se observé un efecto similar cuando se
compararon los mutantes de supresion (rIBV-A3ab, rIBV-A5ab y rIBV-A3abA5ab) con
IBV-H52. Ademas, ninguno de los pollos mostré signos clinicos notables de IB o murié
de causas atribuibles a los elementos de prueba después de la administracion de uno
de los tres items de ensayo que contenian supresiones en el genoma viral. En conjunto,
los tres items de prueba de IBV recombinante (rIBV- A3ab, rIBV-A5ab y rIBV-A3abA5ab)
eran mas seguros que los controles (rIBV-peso o IBV-H52) que no contenian una

supresion en el IBV mutante por la supresion anteriormente mencionada.

Tabla 5. Puntaje medio de la lesion traqueal de los diferentes grupos a 7 dias después

de la vacunacioén

Grupo Vacuna Puntaje promedio
1 IBV-H52 26

2 riBV-peso 40

3 rIBV-A3ab 8

4 rIBV-A5ab 19

5 rIBV-A3abA5ab 8

6 NV* 2

*no vacunados

Ademas, se analizé si las supresiones que contenian IBV recombinante en el genoma
(rIBV-A3ab, rIBV-A5ab y rIBV-A3abA5ab) eran capaces de inducir proteccion contra una
infeccion de la prueba utilizando la cepa virulenta de IBV M41. La dosis de la prueba
dirigida fue 10° EIDsopollo aplicada en 100 pl de virus diluido con 50 ul en cada ojo por
el método de gotas para ojos. La titulacién posterior del virus probado revelo que la dosis

de la prueba era de 103,78 EIDso/100 pl, siendo casi 10 veces superior segun lo previsto.

Tabla 6. Proteccion y puntaje medio de la lesion traqueal de los diferentes grupos a 7

dias de la infeccion posterior a la prueba

Grupo Vacuna Animales protegidos/animales totales
(Puntaje promedio)
1 IBV-H52 21
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Grupo Vacuna Animales protegidos/animales totales
(Puntaje promedio)

2 riBV-peso 12

3 riIBV-A3ab 17

4 riIBV-AS5ab 6

5 riIBV-A3abA5ab 19

6 NV* 40

7 NV/NC** 0

*no vacunados

** no vacunados/no probados

El test cumplia con todos los criterios de validez segun la Farmacopea Europea EP 0442
ya que todos los pollos controlados probados presentaban una pérdida extrema de vigor
de la actividad ciliar indicada con un puntaje promedio de 40. Ademas, durante el
periodo de observacién entre la vacunacién y la prueba no mas del 10 por ciento de los
pollos vacunados o de control mostraron signos clinicos anormales o murieron por
causas no atribuibles a las vacunas ensayadas. Los resultados de este estudio
demostraron la eficacia de cada uno de los tres ensayos de recombinacion IBV que
contenian supresion en el genoma viral (rIBV-A3ab, rIBV-A5ab, y rIBV-A3abA5ab) ya
que ninguna de las aves vacunadas mostraba signos clinicos o murié después de la
prueba con la cepa M41 de IBV.

Para el item de ensayo rIBV-Aab, 6 de 9 aves (67%) cumplieron con el test después de
la prueba con respecto a la eficacia como se indica en el documento EP 0442 (9 de 10
anillos traqueales muestran actividad ciliar normal). Para el item de ensayo rIBV-A5ab,
10 de cada 10 aves (100%), y para el item de ensayo rIBV-A3ab-A5ab, 3 de 10 aves
(30%) estaban protegidas contra la infeccién por la prueba. Curiosamente después de
la vacunacion con el virus de tipo salvaje IBV-H52 4 de 9 aves (44%) estuvieron
protegidas, mientras que 7 de cada 10 aves (70%) estuvieron protegidas de la infeccion
de la prueba después de la vacunacion con rIBV-peso. La inesperada baja tasa de
proteccion podria ser causada por la titulacion bastante alta del virus probado utilizado,
ya que incluso el IBV-H52 no pudo inducir una proteccion > 90%. En conjunto, los tres
items de prueba de IBV recombinante (rIBV-A3ab, rIBV-Ab5ab, y rIBV-A3abAb5ab) se
pueden administrar mas seguros como los controles (rIBV-peso o IBV-H52), sin
embargo, todos los mutantes son al menos tan eficaces como los controles.

EJEMPLO 5

DATOS DE EFICACIA DE LA VACUNA 2 PARA A3ab, A5ab, A3ab5ab

Materiales y método: Con el fin de validar los resultados experimentales, los

experimentos anteriores (Ejemplos 1 a 4) se repitieron desde el principio para tener un
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segundo conjunto de datos independientes. Las construcciones se generaron una
segunda vez de acuerdo con los métodos ya descriptos anteriormente. El experimento
de vacunacion y la prueba se realiz6 usando virus que contenian las mismas
supresiones de los genes (A3ab, A5ab, A3ab5ab) y los virus no modificados (IBV-H52,
rIBV-PESO) como controles. El experimento se disefid como se describe en el Ejemplo
4. Para mayor claridad, los pollos del grupo 1 se vacunaron con IBV-H52, mientras que
los pollos de los grupos 2-5 fueron vacunados con rIBV-peso (grupo 2), rIBV- A3ab
(grupo 3), rIBV - A5ab (grupo 4), y rIBV-A3ab5ab (grupo 5). Los pollos del grupo 6 no
fueron vacunados y probados y sirvieron como control de la prueba. Los pollos del grupo
7 sirvieron como control negativo estricto (SNC), y no fueron vacunados ni probados.
Los pollos fueron vacunados al primer dia de vida con 102 ElDso/pollos y probados a los
21 dias después de la vacunacion con 10° EIDso/pollos con las cepas virulentas 1BV
M41. Ambas inoculaciones de virus se realizaron por medio de colirio. Para analizar la
seguridad de los virus se investigdé la actividad ciliar de la traquea como se describe en
el Ejemplo 4 a los 7 dias después de la vacunacion en 5 pollos cada uno de los grupos
1-5y 5 pollos del grupo 7 (SNC). Para investigar la capacidad de los virus para proteger
contra el dafio traqueal después de la infeccidén provocada las traqueas de los pollos
restantes se analizaron para su actividad ciliar al dia 7 después de la infeccion por la
prueba. La actividad ciliar de la traquea se investigé como se describe en el Ejemplo 4.
Durante el transcurso del experimento todos los pollos se observaron diariamente para
detectar signos clinicos.

Resultados: Las observaciones clinicas relacionadas con la administracion de la
vacuna no se informaron ni después de la vacunacion ni después de la infeccién por la
prueba en ninguno de los grupos. El puntaje de la lesion traqueal se investigdo como se
describe en el Ejemplo 4 con una excepcion. Al dia 7 después de la vacunacion se
utilizaron 5 aves del SNC como control negativo para el puntaje de la lesién en los cilios
traqueales debido a razones de bienestar del animal. En resumen, el puntaje mas alto
de una traquea fue 40, lo que indica el mayor dafio posible a los cilios traqueales. En la
tabla 7 se muestran los puntajes medios de lesiones de 5 aves por grupo 1 a los 7 dias
después de la vacunacion. Los tres items de prueba de IBV recombinante (rIBV- A3ab,
rIBV- Abab y rIBV- A3ab A5ab) se pueden administrar mas seguros como los controles
(rIBV-peso o IBV-H52) segun lo indicado por los puntajes medios de lesion (Tabla 7).
Por lo tanto, los resultados antes mencionados fueron validados. Los tres items de
prueba de IBV recombinante (rIBV- A3ab, rIBV- A5ab y rIBV-A3abA5ab) fueron mas
seguros cuando se compararon con IBV-H52 y rIBV-peso.
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Tabla 7. Puntaje medio de la lesién traqueal en los diferentes grupos a los 7 dias

después de la vacunacion

Grupo Vacuna Puntaje Promedio
1 IBV-H52 26

2 rIBV-peso 19

3 rIBV-A3ab 5

4 riBV-JA5ab 15

5 rIBV-0JAJabA5ab 11

7 SNC* 5

* control negativo estricto

Ademas, se probo si el IBV recombinante que contenia supresiones del genoma (rIBV-
A3ab, rIBV- A5ab y rIBV- A3ab A5ab) fueron capaces de inducir la protecciéon contra
una infeccion de la prueba utilizando la cepa virulenta de IBV M41. La dosis de la prueba
dirigida fue 103 EIDso/pollo aplicada en 100\ul de virus diluido con 50\ul en cada ojo por
el método de gotas para ojos. La titulacion posterior del virus de la prueba revel6 que la
dosis de la prueba de 103,36 EIDso/100ul, que era del rango esperado.

La infeccidn de la prueba fue valida ya que todos los pollos de control no vacunados
probados (grupo 6) mostraron pérdida extrema de vigor de la actividad ciliar, como se
indicé con un puntaje promedio de 39 (Tabla 8) a los 7 dias después de la infeccion por
la prueba. Ademas, durante el periodo de observacion entre la vacunacion y la prueba
no se observaron signos clinicos atribuibles a la aplicacion de la vacuna en los pollos.
En conjunto, los tres items de prueba recombinante de IBV (rIBV- A3ab, rIBV- A5ab y
riBV- A3ab A5ab) son mas seguros después de la aplicacion como vacuna que los
controles (rIBV-peso o IBV-H52), sin embargo, todos los mutantes son menos eficaces
que los controles.

Tabla 8. Proteccion y puntaje medio de la lesion traqueal en los diferentes grupos a los
7 dias después de la infeccion por la prueba

Grupo Vacuna Animales protegidos/total de animales
(Puntaje Promedio)

1 IBV-H52 15

2 rIBV-peso 12

3 riIBV-A3ab 14

4 riIBV-A5ab 11

5 riIBV-A3abA5ab 12

6 NV* 39

7 SNC (NV/NC)** 5

*no vacunados

** control negativo estricto (no vacunados/no probados)

EJEMPLO 6

GENERACION Y PRUEBA DE LOS MUTANTES DE SUPRESION UNICA
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A3a, A3b, Ab5a, Adb

Material y metédos:

Construccion de plasmidos con supresion de cualquier gen 3a, 3b, 5a, o 5b. Con
el fin de analizar si las proteinas individuales 3a, 3b, 5a o 5b tienen un impacto sobre la
virulencia de IBV, la expresion de las proteinas se inactivd mediante mutantes de
supresion simple. Con este fin, los fragmentos de ADNc que contenian la supresion de
3a, 3b, 5a o 5b se generaron sintéticamente y se ligaron en pUC57-simple mediante
Genscript (pUC57-A3a, pUC57-A3b, pUC57-Ab5a, pUC57- A5b). El plasmido pUC57-
A3a se escindio con las enzimas de restriccidon Nhel y Pmll y las secuencias de ADNc
especificas de IBV apropiadas se ligaron en el plasmido escindido por Nhel/Pmll p-IBV-
5-1b-S-SIR (véase también la tabla 1) para obtener p-IBV-5-1b-S-SIR-A3a. En una
etapa siguiente, el plasmido p-IBV-3T (véase también la tabla 1) se escindié con EcoRI
y el fragmento de cADN se ligd en el p-IBV-5-1b-S-SIR-A3a escindido con EcoRI para
obtener p-IBV -5-Ib-S-SIRA3a-3T, ahora denominado p-IBV-A3a. La misma estrategia
se empled para la generacion de p-IBV-A3b, excepto que se usé el fragmento del
plasmido pUC57-A3b. Para la generacion de plasmidos que contienen la supresion de
5a 0 5b, se eligio un procedimiento de clonacion diferente. Para ello, el plasmido pUC57-
Ab5a se escindié con dos enzimas de restriccion (Afel, Nhel) y el fragmento de cADN
eluido se ligé al p-IBV-3T clivado apropiadamente para obtener p-IBV-A5a-3T. El
plasmido p-IBV-A5a-3T se escindio con EcoRlI y el fragmento de cDNA eluido se ligé en
el p-IBV-5-1b-S-SIR escindido con EcoRI para obtener el plasmido diana p-IBV-5-Ib- S-
SIRA5a-3T, ahora denominado p-IBV-A5a. Se usdé la misma estrategia para la
generacion de p-IBV-A5b excepto que se uso el plasmido pUC57-A5b.

Generacion de IBV recombinante con supresiones Unicas en las proteinas
accesorias 3a, 3b, 5a y 5b. Las supresiones que contienen IBV en regiones
codificantes de 3a, 3b, 5a o 5b se generaron como se ha descripto anteriormente. En
resumen, los transcriptos run-off del plasmido linealizado p-IBV-N y el plasmido p-IBV-
A3a, p-IBV-A3b, p-IBV-Ab5a o p-IBV-A5b se generaron como se describe en el Ejemplo
2. La generacién del IBV recombinante se realizé como se describe en el Ejemplo 2,
utilizando células LR7 infectadas con mIBV y subsecuentemente la transfeccion con
cRNA de cuatro combinaciones (cCRNA-IBV-N, cRNA-IBV-A3a, cRNA-IBV N, cRNA - IBV
- 3b, cRNA - IBV - N, ARNc - IBV - 53, cRNA - IBV - N, cRNA - IBV - 5b). Los virus
recombinantes (rIBV-A3a, rIBV-A3b, rIBV-Ab5a, rIBV-A5b) se rescataron posteriormente

como se describe en el Ejemplo 2 y se propagaron como se describe en el Ejemplo 3.
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La titulacion de virus en EIDso de las reservas de virus finales se determind en huevos
de SPF embrionados de 8 dias de edad usando 5 huevos por dilucion usando Reed y
Muench [Reed, LJ, y H. Muench (1938). Un método simple de estimar puntos finales del
cincuenta por ciento. Am J Epidemiol 27: 493 - 497].

Experimentos con animales: Los experimentos con animales se realizaron como se
describe en el Ejemplo 4. Se vacunaron quince pollos SPF por grupo con 10® EIDso/pollo
en 100\ul de IBV - H52 (grupo 1), rIBV -peso (grupo 2), rIBV - 3a (grupo 3), rIBV-A3b
(grupo 4), rIBV-A5a (grupo 5) o rIBV-A5b (grupo 6) a través de la via ocular. Diez pollos
del grupo 7 y grupo 8 no fueron vacunados. Los pollos del grupo 8 sirvieron como control
negativo estricto (SNC) los que no se vacunaron ni se probaron. Todas las aves se
mantuvieron en aisladores para omitir la transmisién del virus entre los grupos. A los 7
dias después de la vacunacion, se retiraron cinco aves de los grupos 1-6 y cinco aves
del grupo 8 para la evaluacion de la actividad ciliar de la traquea, como se describe en
el Ejemplo 4. La infeccion por la prueba se realizé con pollos de los grupos 1-7 al dia 21
posterior a la vacunacion utilizando 102 EIDse/pollo en 100 ul de la cepa virulenta de IBV
M41, mientras que los pollos del grupo 8 se dejaron sin estimular. Los pollos restantes
de todos los grupos fueron sacrificados y la traquea se retird para el analisis de la
actividad ciliar de la traquea como se describe en el Ejemplo 4 a los 7 dias después de
la infeccion por la prueba.

En la tabla 9 se muestran los promedios de los puntajes traqueales de la actividad ciliar
al dia 7 después de la vacunacion. El analisis estadistico reveld que los puntajes de
lesiones de los grupos experimentales 3-6 (rIBV-A3a, rIBV-A3b, rIBV-A5a, rIBV-A5)
fueron estadisticamente inferiores (p <0,05) de los puntajes del grupo 2 (rIBV-peso). Se
observo un efecto similar cuando se compararon los mutantes de supresion (rIBV-A3a,
rIBV-A3b, rIBV-A5a, rIBV-A5) con IBV-H52.

Tabla 9. Puntajes medios de la lesion traqueal de los diferentes grupos a los 7 dias

después de la vacunacion

Grupo Vacuna Puntaje Promedio
1 IBV-H52 25

2 riBV-peso 36

3 riBV- A 3a 18

4 rIBV- A3b 18

5 riBV- ASa 16

6 riBV- ASb 23

8 SNC* 4

*control negativo estricto

La infeccidén por la prueba fue valida ya que todos los pollos de control probados (grupo
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7) mostraron una pérdida extrema de vigor de la actividad ciliar, como se indic6 con un
puntaje medio de 36 (Tabla 10) a los 7 dias después de la infeccion por la prueba.

Los pollos vacunados, ya sea vacunados con IBV de control (IBV-H52, rIBV-peso) o los
mutantes de supresion (rIBV-A3a, rIBV-A3b, rIBV-A5a y rIBV-A5b) fueron protegidos de
la Infeccion por la prueba ya que el puntaje de la lesion promedio de la actividad ciliar
fue sustancialmente menor que el puntaje de la lesion de los pollos no vacunados pero
probados (grupo 7). En conjunto, las supresiones que contienen IBV en cualquiera de
los genes 3a, 3b, 5a o 5b se atenuan en pollos jévenes pero pueden inducir una
proteccion significativa comparable a su cepa parental (IBV-H52) y parental
recombinante (rIBV-peso) cuando se prueban con un IBV virulento del serotipo
Massachusetts (aqui la cepa M41).

Tabla 10. Puntaje medio de lesion traqueal de los diferentes grupos a los 7 dias post

vacunacion

Grupo Vacuna Puntaje Promedio
1 IBV-H52 1

2 riBV-peso 2

3 rIBV- A3a 9

4 rIBV- A3b 5

5 rIBV- Aba 11

6 rIBV- A5b 8

7 NV* 36

8 SNC (NV/NC)** 0

*no vacunado

** control negativo estricto (no vacunado/no probado)

[01010] Todas las composiciones y métodos descriptos y reivindicados en la
presente invencion pueden hacerse y ejecutarse sin la experimentacion indebida a la
luz de la presente descripcion. Aunque las composiciones y métodos de esta invencion
se han descripto en términos de realizaciones preferidas, sera evidente para los
expertos en la técnica que se pueden aplicar variaciones a las composiciones y métodos
y en las etapas o en la secuencia de las etapas de la invencién descriptas en el presente
documento sin apartarse del concepto, espiritu y alcance de la invencién. Mas
especificamente, sera evidente que ciertos agentes que estan tanto relacionados
quimicamente como fisiolégicamente pueden ser sustituidos por los agentes descriptos
en la presente memoria mientras que se conseguirian los mismos resultados o similares.
Todos estos sustitutos similares y modificaciones evidentes para los expertos en la
técnica se consideran dentro del espiritu, alcance y concepto de la invencion como se

define en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa), en donde:

- el ORF 3a; y/o

- el ORF 3b; y/o

- el ORF 5a; y/o

- el ORF 5b esta inactivado.
2. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde:

- dicha inactivacion de ORF 3a no afecta la expresion de ORF S y/o no afecta la
actividad de la proteina S,

- dicha inactivacion de ORF 3b no afecta la expresion de ORF 3c y/o no afecta
la actividad de la proteina E,

- dicha inactivacion de ORF 5b no afecta la expresion de ORF N y/o no afecta la
actividad de la proteina N.
3. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde
dicha inactivacion es una eliminacioén parcial del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a
y/o el ORF 5b, una truncacion parcial del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el
ORF 5b, una inversion parcial del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el ORF 5b,
una relocacion parcial del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el ORF 5b, una
insercién de acidos nucleicos dentro del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el ORF
5b, una sustitucién de acidos nucleicos dentro del ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a
y/o el ORF 5b.
4, La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, en donde el coddn de inicio de ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el ORF
5b esta inactivado.
5. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde
dicha inactivacién del coddén de inicio es una eliminacién, una sustituciéon o una
inversion.
6. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5, en donde entre 1 y 348 nucledtidos del ORF 3a y/o el ORF 3b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 3a y el codon de
inicio del ORF 3c, o en donde entre 1 y 348 nucleotidos del ORF 3a y/o el ORF 3b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5 del codon de inicio (AUG,
nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en el nucleétido 348 de la SEQ ID NO:1.

7. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
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1 a 6, en donde al menos 1 nucleétido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3 nucledtidos,
al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15
nucleétidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50,
nucledtidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 176
nucledtidos, al menos 180 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225,
nucledtidos, al menos 250 nucledtidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 340
nucleotidos del ORF 3a y/o el ORF 3b se eliminan, sustituyen o invierten dentro del
término 5’ del codon de inicio del ORF 3a y el coddn de inicio del ORF 3c o dentro del
término 5’ del coddn de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID NO:1) del ORF 3a en
el nucledtido 348 de la SEQ ID NO:1.

8. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 7, en donde entre 1 y 385 nucledtidos del ORF 5a y/o el ORF 5b se eliminan,
sustituyen o invierten dentro del término 5’ del codén de inicio del ORF 5a y el codén de
inicio del ORF N o en donde entre 1 y 385 nucleétidos del ORF 5a y/o el ORF 5b se
eliminan, sustituyen o invierten dentro del término 5 del codén de inicio (AUG,
nucleotidos 1-3 de la SEQ ID NO:2) del ORF 5a al nucleétido 385 de la SEQ ID NO:2.
9. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, en donde al menos 1 nucledtido, al menos 2 nucleétidos, al menos 3 nucledtidos,
al menos 4 nucledtidos, al menos 5 nucleétidos, al menos 10 nucledtidos, al menos 15
nucleétidos, al menos 20 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 50,
nucleétidos, al menos 75 nucledtidos, al menos 100 nucleétidos, al menos 125
nucledtidos, al menos 150 nucledtidos, al menos 170 nucledtidos, al menos 190
nucleétidos, al menos 195 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 225
nucledtidos, al menos 250, nucleétidos, al menos 300 nucledtidos, al menos 350
nucledtidos, al menos 380 nucledtidos del ORF 5a y el ORF 5b se eliminan, sustituyen
o invierten dentro del término 5’ del coddn de inicio del ORF 5a y el codon de inicio del
ORF N o dentro del término 5’ del coddn de inicio (AUG, nucleétidos 1-3 de la SEQ ID
NO:2) del ORF 5a al nucleétido 385 de la SEQ ID NO:2.

10. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, en donde el IBV esta atenuado.

11. La composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 10, en donde el IBV es recombinante.

12. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis

infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el ORF
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3a y el ORF 3b estan inactivados.

13. Una composicion inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el ORF
5a y el ORF 5b estan inactivados.

14. Una composicién inmunogénica que comprende un IBV (virus de bronquitis
infecciosa) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el ORF
3ay el ORF 3b y el ORF 5a y el ORF 5b estan inactivados.

15. Un método para inmunizar a un sujeto que comprende la administracion a un
sujeto de una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14.

16. Un método de tratamiento o de prevencion de signos clinicos causados por IBV
en un sujeto que lo necesita, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 14.

17. Un método de reduccion de ciliostasis en un sujeto que lo necesita, en
comparacion con un sujeto de un grupo de control no inmunizado de la misma especie,
que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
14.

18. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en donde
dicha composicidon inmunogénica se administra por via subcutanea, intramuscular, oral,

in ovo, por pulverizacion, por agua potable o por gota oftalmica.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere, entre otros, a un IBV (virus de bronquitis
infecciosa) y a una composicion inmunogénica que comprende un IBV,
respectivamente, en donde el ORF 3a y/o el ORF 3b y/o el ORF 5a y/o el ORF 5b esta
inactivado. Por otra parte, la presente invencion se refiere a métodos para inmunizar a
un sujeto que comprende la administracion a un sujeto de la composicién inmunogénica
de la presente invencidon. Mas aun, la presente invencion se refiere a métodos de
tratamiento o de prevencion de signos clinicos causados por IBV en un sujeto que lo
necesita, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente

eficaz de una composicion inmunogénica de acuerdo con la presente invencion.

171



<110>
<120>
<130> PO1-
<160> 38
<170>
<210> 1
<211> 348
<212> ARN
<213>
<400> 1
augauccaaa
cuaaguuguu
auuaucgaua
acuuagaagc
agcauauuuc
gaggagguaa
<210> 2
<211> 385
<212> ARN
<213>
<400> 2
augaaauggc
acucaguuaa
ugugguaggc
acccaaucgc
aagcgcgaau
aagcagagcc
acacagauaa
<210> 3
<211> 34
<212> ADN
<213>

<400> 3

3188

gucccacguc
uuagagaguu
guaauuuaca
aauuauugaa
aaguguauua

uuuuugggaa

ugacuaguuu
gaguauuaga
gagugcuuuu
ugguaugaau
uuaucugaga
uugucccgcg

uaauaaucuu

P26372-01-3188 SeqListing_ST25-Spanish

LISTADO DE SECUENCIAS

PatentIn version 3.5

cuucuuaaua
uauuauagcg
gucuagacug
acuggugauc
aacacagaag

auagagucag

uggaagagca
uagguuaauu
aucucaauua
aauaguaaag
gaaggauuag
uguaccuccc

uuguc

Boehringer Ingelheim vetmedica GmbH

virus de bronquitis infecciosa

guauuaauuu
cuucaacaac
acccuuuggc
aagugauuca
uauuugaccc

cugaagauug

virus de bronquitis infecciosa

guuauuucuu
uuagaucacg
gauuuaguuu
auaauccuuu
aguguguuua

uaguauucca

virus de bronquitis infecciosa

ctcgagttat attggtgatt ttagatgtat ccag

<210> 4
<211> 30
<212> ADN
<213>

<400> 4

ctcgagccaa ggccatttca catacatttc

<210> 5
<211> 21
<212> ADN

<213>
<400> 5

agcttgtgaa ctcaaacggt g

<210> 6
<211> 27
<212> ADN
<213>

<400> 6

ggatacatct aaaatcacca atataac

<210> 7
<211> 22
<212> ADN
<213>

<400> 7

ttactataag ttcgagactg cc

<210> 8
<211> 18
<212> ADN
<213>

<400> 8

virus de bronquitis infecciosa

virus de bronquitis infecciosa

virus de bronquitis infecciosa

virus de bronquitis infecciosa

virus de bronquitis infecciosa

VACUNA CONTRA VIRUS DE BRONQUITIS INFECCIOSA

ugcuuuggug
uaacacaagu
acagucuaga
aaaaaucagu
cuuugacuau

uucaggug

guuauaaagc
gaccaaaacg
auagguuggc
ucgcggagca
cuuucuuaac

agggaaaacu

uaaacuugua
uuuacuccaa
cuaauguuaa
uucaauuuac

uguuauuaca

ccuacuauua
cgucuuaacg
auauacgccc
auagcaagaa
aaagcaggac

ugugaggaac

Pagina 1

60
120
180
240
300
348

60
120
180
240
300
360
385

34

30

21

27

22



P26372-01-3188 SeqListing_ST25-Spanish
caccctgcat taatgcac 18

<210> 9

<211> 19

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 9

accatggcga gcggtaaga 19
<210> 10

<211> 37

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 10

tttttttttt tttttttttg ctctaactct atactag 37
<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 11

ggtgtaacac cagagataaa tg 22
<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 12

atttacgacg tcaagagcgt c 21
<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 13

gacttagtcc tctccttgat tg 22
<210> 14

<211> 19

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 14

ccagtaagca ataatgtgg 19
<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 15

tcagcatgga cgtgtggtta 20
<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 16

ccccatgtaa atgccaacca 20
<210> 17

<211> 18

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 17

taaatggtga tcttgttt 18
<210> 18

<211> 19

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 18

cgctcttagt aacataaac 19
<210> 19

<211> 19

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 19

tgctgcttcc tttaataag 19
<210> 20

Pagina 2



P26372-01-3188 SeqListing_ST25-Spanish

<211> 18

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 20

ctgcgacaag acctcctg 18
<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 21

tcagcatgga cgtgtggtta 20
<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 22

cccaggcctt gtgaaacttc 20
<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 23

accctccgct actacgtttt 20
<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 24

aggcaggtat catgtgacca 20
<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 25

ggatgggttt gatgcaacca 20
<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 26

gagaaagcac cattggcaca 20
<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 27

tgttgtaggt tgtggtccca 20
<210> 28

<211> 19

<212> ADN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 28

ctgaggtcaa tgccttatc 19
<210> 29

<211> 174

<212> ARN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 29

augauccaaa gucccacguc cuucuuaaua guauuaauuu ugcuuuggug uaaacuugua 60
cuaaguuguu uuagagaguu uauuauagcg cuucaacaac uaacacaagu uuuacuccaa 120
auuaucgaua guaauuuaca gucuagacug acccuuuggc acagucuaga cuaa 174
<210> 30

<211> 195

<212> ARN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 30

auguuaaacu uagaagcaau uauugaaacu ggugaucaag ugauucaaaa aaucaguuuc 60
aauuuacagc auauuucaag uguauuaaac acagaaguau uugaccccuu ugacuauugu 120

Pagina 3



P26372-01-3188 SeqListing_ST25-Spanish

uauuacagag gagguaauuu uugggaaaua gagucagcug aagauuguuc aggugaugau 180
gaauuuauug aauaa 195
<210> 31

<211> 198

<212> ARN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 31

augaaauggc ugacuaguuu uggaagagca guuauuucuu guuauaaagc ccuacuauua 60
acucaguuaa gaguauuaga uagguuaauu uuagaucacg gaccaaaacg cgucuuaacg 120
ugugguaggc gagugcuuuu aucucaauua gauuuaguuu auagguuggcC auauacgccc 180
acccaaucgc ugguauga 198
<210> 32

<211> 249

<212> ARN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 32

augaauaaua guaaagauaa uccuuuucgc ggagcaauag caagaaaagc gcgaauuuau 60
cugagagaag gauuagagug uguuuacuuu cuuaacaaag caggacaagc agagccuugu 120
cccgcgugua ccucccuagu auuccaaggg aaaacuugug aggaacacac agauaauaau 180
aaucuuuugu cauggcgagc gguaagacaa cugggaagac agacgcccca gcgccaguca 240
ucaaacuag 249
<210> 33

<211> 173

<212> ARN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 33

augauccaaa gucccacuag uuucuuaaua guauuaauuu ugcuuuggug uaaacuugua 60
cuaaguuguu uuagagaguu uauuauugcc cuucaacaac uaacacaagu uuuacuccaa 120
auuaucgaua guaauuuaca gucuagacug acccuuuggc acagucuaga cua 173
<210> 34

<211> 175

<212> ARN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 34

auguuaaacu uagaagcaau uauugaaacc ggugaucaag ugauucaaaa aaucaguuuc 60
aauuuacagc auauuucaag uguauuaaac acagaaguau uugaccccuu ugacuauugu 120
uauuacagag gagguaauuu uugggaaaua gagucagcug aagauuguuc aggug 175
<210> 35

<211> 194

<212> ARN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 35

augaaauggc ugacuaguuu uggaagagca guuauuucuu guuauaaagc ccuacuauua 60
acucaguuaa gaguauuaga uagguuaauu uuagaucacg gaccaaagcg agucuuaacg 120
ugugguaggc gagugcuuuu aucucaauua gauuuaguuu auagguuggcC auauacgccc 180
acccaaucgc uggu 194
<210> 36

<211> 90

<212> ARN

<213> virus de bronquitis infecciosa

<400> 36

augaauaaua guaaagauaa uccuuuucgc ggagcaauag caagaaaagc gcgaauuuau 60
cugagagaag gauuagagug uguuuacuuu 90
<210> 37

<211> 15

<212> ARN

<213> Artifical ARN

<400> 37

uuaaauaaau aguaa 15
<210> 38

<211> 109

<212> PRT

<213> virus de bronquitis infecciosa

Pagina 4



P26372-01-3188 SeqListing_ST25-Spanish
<400> 38

Met Met Ash Leu Leu Asn Lys Ser Leu Glu Glu Asn Gly Ser Phe Leu
1 15

Thr Ala Leu Tyr ITe Phe val Gly Phe Leu Ala Phe Tyr Leu Leu Gly
20 25 30

Arg Ala Leu Gln Ala Phe val Gln Ala Ala Asp Ala Cys Cys Leu Phe
35 40 45

Trp Tyr Thr Trp Leu val Ile Pro Gly val Lys Gly Thr Ala Phe val

Tyr Lys Tyr Thr Tyr Gly Arg Lys Leu Asn Asnh Ser Glu Leu Glu Ala
65 70 75 80

val val val Asn Glu Phe Pro Lys Asn Gly Trp Asn Asn Lys Asn Pro
85 90 95

Ala Asn Phe Gln Asp val GIn Arg Asn Lys Leu Tyr Ser
100 105

Pagina 5



PATENT COOPERATION TREATY

From the

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

see form PCTASA220

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

Date of mailing
(day/month/iear) see form PCTASA2210 (second sheet)

Applicant's or agent's file reference

see form PCTASA220

FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below

International application No.

PCT/EP2017/064442

International filing date (day/monthiear)
13.06.2017

Priority date (day/month/ear)
16.06.2016

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

INV. A61K39/215 A61K39/12

Applicant

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH

1. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. Il Priority

OO0 ROOOKX

2. FURTHER ACTION

Box No. | Basis of the opinion

Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. VI Certain documents cited
Box No. VIl Certain defects in the international application

Box No. VIII  Certain observations on the international application

Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/R220 or before the expiration of 22 months from the priority date,

whichever expires later.

For further options, see Form PCTASAR220.

Name and mailing address of the ISA:

g)) European Patent Office

D-80298 Munich
Tel. +49 892399 - 0
Fax: +49 89 2399 - 4465

Date of completion of
this opinion

see form
PCTASAR210

Authorized Officer

s Pty
&

&
§
&
2

Renggli-Zulliger, N .0)))

%,

A’&

% &
? gy e

Telephone No. +49 89 2399-0 Fosrg g

Form PCTASAR237 (Cover Sheet) (January 2015)




WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2017/064442

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:

X
(]

4. O

the international application in the language in which it was filed.

a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing:

a. X forming part of the international application as filed:
X in the form of an Annex C/ST.25 text file.

L1 on paper or in the form of an image file.

b. O furnished together with the international application under PCT Rule 13ter.1(a) for the purposes of
international search only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

c. U furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:
O in the form of an Annex C/ST.25 text file (Rule 13ter.1(a)).

O on paper or in the form of an image file (Rule 13ter.1(b) and Administrative Instructions, Section
713).

In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that
forming part of the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were
furnished.

5. Additional comments:

Form PCTASA/237 (January 2015)



WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

International application No.
PCT/EP2017/064442

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims
No: Claims
Inventive step (1S) Yes: Claims
No: Claims
Industrial applicability (1A) Yes: Claims
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (January 2015)

N

9.14

1-8, 10-13, 15-18

—h
o
oo

—h
o
oo



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2017/064442

Item V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:

D1 KIRSTEN BENTLEY ET AL: "Infectious Bronchitis Virus as a Vector for
the Expression of Heterologous Genes",
PLOS ONE,
vol. 8, no. 6, 26 June 2013 (2013-06-26), page €67875, XP055324193,
DOI: 10.1371/journal.pone.0067875
cited in the application

D2 BRITTON P. ET AL: "Genes 3 and 5 of infectious bronchitis virus are
accessory protein genes",
ADVANCES IN EXPERIMENTAL MEDICINE AND BIOLOGY,,
vol. 581, 1 January 2006 (2006-01-01), pages 363-368, XP009192635,
cited in the application

D3 SHEN H ET AL: "Towards construction of viral vectors based on avian
coronavirus infectious bronchitis virus for gene delivery and vaccine
development”,

JOURNAL OF VIROLOGICAL METHODS, ELSEVIER BV, NL,
vol. 160, no. 1-2, 1 September 2009 (2009-09-01), pages 48-56,
XP026221303,

ISSN: 0166-0934, DOI: 10.1016/J.JVIROMET.2009.04.023
[retrieved on 2009-05-03]

D4 K. MARDANI ET AL: "Infectious Bronchitis Viruses with a Novel Genomic
Organization”,
JOURNAL OF VIROLOGY.,
vol. 82, no. 4, 15 February 2008 (2008-02-15), pages 2013-2024,
XP055324158,
us
ISSN: 0022-538X, DOI: 10.1128/JVI.01694-07

D5 YANG XIN ET AL: "Recombinant infectious bronchitis virus (IBV) H120
vaccine strain expressing the hemagglutinin-neuraminidase (HN) protein
of Newcastle disease virus (NDV) protects chickens against IBV and
NDV challenge",

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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D6

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ARCHIVES OF VIROLOGY, SPRINGER WIEN, AT,

vol. 161, no. 5, 12 February 2016 (2016-02-12), pages 1209-1216,
XP035888630,

ISSN: 0304-8608, DOI: 10.1007/S00705-016-2764-4

[retrieved on 2016-02-12]

CAVANAGH ET AL: "Manipulation of the infectious bronchitis
coronavirus genome for vaccine development and analysis of the
accessory proteins”,

VACCINE, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL,

vol. 25, no. 30, 10 July 2007 (2007-07-10), pages 5558-5562,
XP022148593,

ISSN: 0264-410X, DOI: 10.1016/J.VACCINE.2007.02.046

Novelty (Article 33(1) and (2) PCT)

Document D1 discloses an IBV virus (attenuated Beaudette-CK strain) used
as recombinant vaccine vector in which the genes 3ab or 5ab have been
deleted (figures1, 3 and 8, table 3). Therefore, the subject-matter of claims
1-4, 10-13 is not novel. The same teaching can be derived from D3 (Figure
3).

D2 discloses a composition comprising a recombinant IBV in which AUG is
scrambled or the gene is deleted and therefore the gene 3a and/or 3b or
3a/b is deleted the same with 5a/b, 5a or 5b (Figure2 (A) and (B)). Thus it is
considered as an immunogenic composition and therefore, the subject-matter
of claims 1-8,10-13 is not novel.

D4 discloses a composition comprising novel IBV (Figure 3) in which both 3a/
3b and 5a/b is deleted or alternatively 3a/b and 5a is missing. Therefore, the
subject-matter of claims 1-4, 10-13is not novel.

It is noted that "immunogenic" composition does not restrict the scope of the
claimed composition, therefore any composition comprising the claimed
mutated virus is novelty destroying .

It is noted that according to D6 (abstract), the genes 3 and 5 are targets for
attenuation. Therefore all the claimed mutants are inherently attenuated.

D5 discloses a recombinant IBV expressing NDV in ORF 5a (deleted) (figure
1) and the rescued virus raises a protective anti-NDV and anti-IBV immune
response(Figure 3 and 4). Therefore, the subject-matter of claims 1, 2, 10,
11, 15-18 is not novel.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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1.7

2.2

D6 discloses a recombiniant IBV wherein each of the genes 3a, 3b ,5a and 5b
or 5ab have been inactivated by mutations to inactivate the gene or by
mutation of the ORF (page 5559, second column §2) and are used as a
vaccine in ovo (abstract). Therefore, the subject-matter of claims
1-8,10-11,13 and 18 is not novel.

Inventive step (Article 33(1) and (3) PCT)

With regard to the double inactivated IBV comprising inactivated ORF3a/b
and ORF5a/b of claims 9 and 14, the following applies :

The provision of an immunogenic composition having an IBV virus with the
claimed deletions including the double deletion of 3a/b and 5a/b is technically
in the realm of the person skilled in the art in view of D1-D4. Such a construct
will only be considered inventive if an unexpected technical effect is
demonstrated from the application as filed linked to the present composition.

It is noted that the proof of principle the protection against IBV with a
recombinant IBV wherein ORF5a has been deleted is already disclosed in D5.
From D1-D4, it appears that both regions ORF3ab and ORF5ab has been
already disclosed as being dispensable for virus growth and vectors having a
deletion in these genes were suggested as a possible vaccine strategy.
Therefore, the double deletion of 3ab and 5ab of claims 9 and 14 does not
involve an inventive step as it is expected to be protective based on the prior
art (D5 and D6) Additional data of examples 4, 5 and 6 of the specification are
not seen as "an unexpected technical effect” in the sense of Article 56 EPC
and therefore, not sufficient to confer inventiveness to the claimed subject-
matter.

Remark :
Claims 15-18 are medical use claims applied to the animal body.

The patentability can be dependent upon the formulation of the claims. The
EPO, for example, does not recognise as patentable claims to the use of a
compound in medical treatment, but may allow claims to a product, in
particular substances or compositions for use in a first or further medical
treatment.
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