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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona cuatro preparaciones
purificadas que contienen una molécula de &cido polinucleico que
codifica los genotipos del virus Torque teno porcino (PTTV) o
subtipos PTTVlia-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA. La
presente invencidén también proporciona clones de ADN infecciosos,
pléasmido bioldgicamente funcional o vector virico que contiene la
molécula de genoma de &cido nucleico infeccioso de los mismos.
La presente invencidén proporciona ademds vacunas viricas
exterminadas o subunidad de cépsida recombinantes purificadas vy
expresadas por vector, atenuadas, vivas para proteccidn contra
infeccién PTTV. La presente'invencién adicionalmente proporciona
vacunas de subunidad que comprenden productos del gen especifico
PTTV, especialmente producto del gen de cépsida ORFl1 para
proteccidén contra infeccién PTTV. Ademas, la presente invencidn
proporciona métodos para diagnosticar infeccidén PTTV por medio de
reaccién en cadena de polimerasa (PCR) usando cebador especifico
para genotipos PTTV1, PTTV2, y PTTV1 individual. Finalmente, la
presente invencién proporciona métodos para diagnosticar
infeccidén PTTV por medio de métodos inmunoldgicos, por ejemplo,
ensayo inmunoabsorbente ligado a la enzima (ELISA) y Western blot
usando antigenos especificos de PTTV para detectar anticuerpos

especificos PTTV de suero.
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VACUNAS Y DIAGNOSTICO PARA TORQUE TENO VIRUS PORCINO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a vacunas para proteger
contra infeccidén por Torque teno virus (TTV) porcino, y clones de
ADN infecciosos de TTV porcino (PTTV) y sus usos de los mismos.
La presente invencién también se refiere al diagnéstico de 1la
infeccién por Torque teno virus (PTTV) porcina, particularmente
diagnéstico de 1la infeccién por PTTV especifica de especie o
tipo, y simultaneamente infeccién de cepas multiples de

diferentes genotipos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El torque teno virus (TTV) se descubrié primero en un
paciente japonés con hepatitis que no era A-E después de
transfusién en 1997 (Nishizawa, T., Okamoto, H., Konishi, K.,
Yoshizawa, H., Miyakawa, Y., y Mayumi, M. (1997). Un virus de ADN
(TTV) novedoso asociado con niveles de transaminasa elevados en
hepatitis posterior a una transfusién de etiologia desconocida.
Biochem Biophys Res Commun 241(1), 92-7.). Desde entonces, un
gran numero de cepas TTV humanas y dos grupos de virus
relacionados con TTV, designados posteriormente como Torque teno
mini virus (TTMV) y Torque teno midi virus (TTMDV), se han
identificado con alta prevalencia en suero y otros tejidos de
humanos saludables (Hino, S., and Miyata, H. (2007). Torque teno
virus (TTV): current status. Rev Med Virol 17(1l), 45-57; Okamoto,

H. (2009a). History of discoveries and pathogenicity of TT

viruses. Curr Top Microbiol Immunol 331, 1-20). Los TTV, TTMV{
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TTMDV humanos son virus esféricos no envueltos con genomas de ADN
de hebra sencilla circular (ssADN) de 3.6-3.9, 2.8-2.9 y 3.2 kb
en longitud, respectivamente, y se clasifican actualmente en una

familia recientemente establecida Anelloviridae por el Comité

Internacional en Taxonomia de Virus (ICTV;
http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?bhcp=1) (Biagini, P.
(2009) . Classification of TTV and related viruses
(anelloviruses). Curr Top Microbiol Immunol 331, 21-33). Estos

tres grupos de virus relacionados con TTV exhiben un alto grado
de homogeneidad genética, cada uno consiste de muchos genogrupos
Yy genotipos (Biagini, P., Gallian, P., Cantaloube, J. F., Attoui,
H., de Micco, P., y de Lamballerie, X. (2006). Distribution and
genetic analysis of TTV and TTMV major phylogenetic groups in
French blood donors. J Med Virol 78(2), 298-304; Jelcic, I.,
Hotz-Wagenblatt, A., Hunziker, A., Zur Hausen, H., y de Villiers,
E. M. (2004). Isolation of multiple TT virus genotypes from
spleen biopsy tissue from a Hodgkin's disease patient: genome
reorganization and diversity in the hypervariable region. J Virol
78(14), 7498-507). La prevalencia de infecciones maltiples de TTV
con genotipos diferentes asi como infecciones dobles o triples de
TTV, TTMV y TTMDV se han documentado en humanos, y se consideran
que son un evento comun en adultos humanos saludables (Niel, C.,
Saback, F. L., and Lampe, E. (2000). Coinfection with multiple TT
virus strains belonging to different genotypes 1is a common event
in healthy Brazilian adults. J Clin Microbiol 38(5), 1926-30;
Ninomiya, M., Takahashi, M., Hoshino, Y., Ichiyama, K., Simmonds,
P., y Okamoto, H. (2009). Analysis of the entire genomeéy of

torque teno midi virus variants in chimpanzees: infrequent cross-'
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species infection between humans and chimpanzees. J Gen Virol
90 (Pt 2), 347-58; Okamoto, H. (2009a) . History of discoveries and
pathogenicity of TT viruses. Curr Top Microbiol Immunol 331, 1-
20; Takayama, S., Miura, T., Matsuo, S., Taki, M., and Sugii, S.
(1999) . Prevalence and persistence of a novel DNA TT virus (TTV)
infection in Japanese haemophiliacs. Br J Haematol 104 (3), 626~
9).

TTV infecta no sdélo a humanos sino también a varias otras
especies también incluyendo primates no humanos, tupaias, cerdos,
ganado, gatos, perros y leones marinos (Biagini, P., Uch, R.,
Belhouchet, M., Attoui, H., Cantaloube, J. F., Brisbarre, N., vy
de Micco, P. (2007). Circular genomes related to anelloviruses
identified in human and animal samples by using a combined
rolling-circle amplification/sequence-independent single primer
amplification approach. J Gen Virol 88 (Pt 10), 2696-701; Inami,
T., Obara, T., Moriyama, M., Arakawa, Y., y Abe, K. (2000). Full-
length nucleotide sequence of a simian TT virus isolate obtained
from a chimpanzee: evidence for a new TT virus-like species.
Virology 277(2), 330-5; Ng, T. F., Suedmeyer, W. K., Wheeler, E.,
Gulland, F., y Breitbart, M. (2009). Novel anellovirus discovered
from a mortality event of captive California sea lions. J Gen
Virol 90(Pt 5), 1256-61; Okamoto, H. (2009b). TT wviruses in
animals. Curr Top Microbiol Immunol 331, 35-52; Okamoto, H.,
Nishizawa, T., Takahashi, M., Tawara, A., Peng, Y., Kishimoto,
J., y Wang, Y. (2001). Genomic and evolutionary characterization
of TT virus (TTV) in tupaias and comparison with species-specific
TTVs in humans and non-human primates. J Gen Virol 82 (Pt 9),

2041-50; Okamoto, H., Nishizawa, T., Tawara, A., Peng, Y.
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Takahashi, M., Kishimoto, J., Tanaka, T., Miyakawa, Y., y Mayumi,
M. (2000a). Species-specific TT viruses in humans and nonhuman
primates and their phylogenetic relatedness. Virology 277(2),
368-78; Okamoto, H., Takahashi, M., Nishizawa, T., Tawara, A.,
Fukai, K., Muramatsu, U., Naito, Y., y Yoshikawa, A. (2002).
Genomic characterization of TT viruses (TTVs) in pigs, cats and
dogs and their relatedness with species-specific TTVs in primates
and tupaias. J Gen Virol 83(Pt 6), 1291-7). Ademas, los
chimpancés también se infectan con TTMV y TTMDV (Ninomiya, M.,
Takahashi, M., Hoshino, Y., Ichiyama, K., Simmonds, P., vy
Okamoto, H. (2009). Analysis of the entire genomes of torque teno
midi virus variants in chimpanzees: infrequent cross-species
infection between humans and chimpanzees. J Gen Virol 90(Pt 2),
347-58; Okamoto et al., 2000a, supra). Aunque los tamafios
gendmicos de las cepas TTV animales identificadas, especialmente
los TTV de animal no primate, son relativamente mas pequerfias que
las de TTV humano, comparten la misma estructura gendémica con un
minimo de dos estructuras de lectura abierta parcialmente
traslapadas (ORFl y ORF2) traducidas del ssADN negativo asi como
una extensidén corta de regién no traducida (UTR) con alto
contenido de GC (~90%) (Okamoto, 2009b, supra). La configuracidn
de ORFs de TTV es completamente similar a la del virus de anemia
del pollo (CAV) que pertenece al género Gyrovirus en la familia
Circoviridae pero es diferente del circovirus porcino (PCV) tipos
1 (PCV1) y 2 (PCV2), que se clasifican también en la misma
familia (Davidson, I., and Shulman, L. M. (2008) . Unraveling the

puzzle of human anellovirus infections by comparison with avian

infections with the chicken anemia virus. Virus Res 137(1), 1-15;
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Hino, S., vy Prasetyo, A. A. (2009). Relationship of Torque teno
virus to chicken anemia virus. Curr Top Microbiol Immunol 331,
117-30). Los genomas de PCV1 y PCVZ son de ambos sentidos, en los
cuales el ORFl se codifica por la hebra gendmica y el ORF2 se
codifica por la hebra antigendémica (Hino y Miyata, 2007, supra).
Recientemente, el patrén de transcripcién y los productos
traducidos de ambos genotipos TTV humanos 1 y 6 se han
identificado por transfeccién de los clones de ADN infecciosos de
TTV respectivos en células cultivadas (Mueller, B., Maerz, A.,
Doberstein, K., Finsterbusch, T., y Mankertz, A. (2008). Gene
expression of the human Torque Teno Virus isolate P/1C1. Virology
381(1), 36-45; Qiu, J., Kakkola, L., Cheng, F., Ye, C.,
Soderlund-Venermo, M., Hedman, K., and Pintel, D. J. (2005).
Human circovirus TT virus genotype 6 expresses six proteins
fellowing transfection of a full-length clone. J Virol 79(10),
6505-10). La expresién de al menos seis proteinas, designadas
ORF1l, ORF2, ORF1/1, ORF2/2, ORF1/2 y ORF2/3, de tres o mas mARNs
empalmados, se han reportado (Kakkola, L., Hedman, K., Qiu, J.,
Pintel, D., vy Soderlund-Venermo, M. (2009). Replication of and
protein synthesis by TT viruses. Curr Top Microbiol Immunol 331,
53-64; Mueller et al., 2008, supra; Qiu et al., 2005, supra). En
consecuencia, es posible que, cuando més datos con respecto al
TTV ~ animal estén disponibles, necesitara modificarse la
estructura de genoma presumida del TTV animal.

Aunque el TIV se identificé primero en un paciente con

hepatitis criptogénica, no estuvieron disponibles estudios

posteriores para producir evidencia de un papel importante de TTV

en la patogénesis de hepatitis u otra enfermedad (Hino v Mlmanll



2007, supra; Maggi, F., y Bendinelli, M. (2009) . Immunobiology of
the Torque teno viruses and other anelloviruses. Curr Top
Microbiol Immunol 331, 65-90; Okamoto, 200%a, supra). Aunque el
TTV humano no se considera que estd directamente asociado con una
enfermedad, el TTV porcino (PTTV) recientemente mostré contribuir
parcialmente a la induccién experimental de dermatitis porcina vy
sindrome de neuropatia (PDNS) combinado con infeccién por virus
de sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV)
(Krakowka, S., Hartunian, C., Hamberg, A., Shoup, D., Rings, M.,
Zhang, Y., Allan, G., vy Ellis, J. A. (2008) . Evaluation of
induction of porcine dermatitis and nephropathy syndrome in
gnotobiotic pigs with negative results for porcine circovirus
type 2. Am J Vet Res 69(12), 1615-22), y también a la induccién
experimental de sindrome de atrofia multisistémica posterior al
destete (PMWS) combinado con infeccién PCV2 en un modelo de cerdo
gnotobiético (Ellis, J. A., Allan, G., and Krakowka, S. (2008).
Effect of coinfection with genogroup 1 porcine Torque teno virus
on porcine circovirus type 2-associated postweaning multisystemic
wasting syndrome in gnotobiotic pigs. Am J Vet Res 69(12), 1608-
14). Los datos sugieren que el TTV porcino es patogénico en
cerdos. Sin embargo, se necesitan estudios profundos adicionales
con una forma bioldégicamente pura de virus PTTV para caracterizar
definitivamente las enfermedades vy lesiones asociadas con
infeccidén por PTTV.

Comparado con el TTV humano, la informacién gendmica de PTTV
es muy limitada. Actualmente, sélo una secuencia gendmica de
longitud completa y dos de longitud cuasi-completa de PTTV se

reportan de cerdos en Japén y Brasil, respectivamente (Niel, C.
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Diniz-Mendes, L., y Devalle, S. {2005) . Rolling-circle
amplification of Torque teno virus (TTV) complete genomes from
human and swine sera and identification of a novel swine TTV
genogroup. J Gen Virol 86(Pt 5), 1343-7; Okamoto et al., 2002,
supra). Entre las tres cepas PTTV conocidas, las cepas Sd-TTV31l vy
TTV-lp se agruparon en conjunto en el genogrupo 1 (PTTV1),
mientras que TTV-2p fue la Unica cepa clasificada en el genogrupo
2 (PTTV2) (Niel et al., 2005, supra) . Sin embargo, la
clasificacién del genogrupo es un concepto vago en la taxonomia
de virologia, y se necesita una clasificacién mas exacta y
adicional de PTIV pero sélo puede realizarse cuando estan
disponibles mas secuencias gendmicas de longitud completa de
cepas PTTV nuevas que representen genotipos multiples.

Se demostrd previamente que las infecciones por PTTV
estuvieron extendidas en cerdos de seis paises diferentes
incluyendo los Estados Unidos de América, Canada, Espaiia, China,
Corea y Tailandia (McKeown, N. E., Fenaux, M., Halbur, P. G., y
Meng, X. J. (2004). Molecular characterization of porcine TT
virus, an orphan virus, in pigs from six different countries. Vet
Microbiol 104(1-2), 113-7).

Todavia seré& debatible si los TTV porcinos juegan un papel
importante en la patogénesis de enfermedades especificas del
cerdo. En un modelo de cerdo gnotobiético, se demostréd que la
infeccién por PTTV1 sola no desarrolla ninguna enfermedad clinica
pero induce lesiones histoldgicas moderadas {Krakowka, &. and
Ellis, J.A., 2008. Evaluation of the effects of porcine genogroup
1 torque teno virus in gnotobiotic swine. Am J Vet Res 69, 1623-

9) . Los cerdos gnotobidticos que se inocularon experimentalmente
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con virus de sindrome respiratorio y reproductivo tanto PTTV1 vy
porcino (PRRSV) desarrollan dermatitis porcina clinica y sindrome
de nefropatia (PDNS) (Krakowka, S., Hartunian, C., Hamberg, A.,
Shoup, D., Rings, M., Zhang, Y., Allan, G. y Ellis, J.A., 2008.
Evaluation of induction of porcine dermatitis and nephropathy
syndrome in gnotobiotic pigs with negative results for porcine
circovirus type 2. Am J Vet Res 69, 1615-22), mientras que los
cerdos inoculados con circovirus tipo 2 tanto PTTV1 como porcino
(PCV2) desarrollan sindrome de atrofia multisistémica posterior
al destete agudo (PMWS) (Ellis et al., 2008, supra). Aunque PCV2
se considera como el agente causante primario para PMWS clinico o
enfermedades asociadas con PCV (PCVAD), se observéd una
prevalencia mas alta de infeccién por PTTV2 en cerdos afectados
con PMWS con bajo o sin PCV2 que en cerdos no afectados con PMWS
en Espafna (Kekarainen et al., 2006, supra). Los datos sugieren
colectivamente que los TTVs porcinos pueden servir como co-
factores involucrados en disparar o exacerbar enfermedades en
cerdos.

El TTV porcino se ha detectado en muestras de suero, heces,
saliva, semen y tejido porcinas de cerdos infectados, lo que
indica sus rutas de transmisidn diversas que incluyen
transmisiones tanto horizontales como verticales (Kekarainen et
al., 2007, supra; Pozzuto, T., Mueller, B., Meehan, B., Ringler,
S.8., McIntosh, K.A., Ellis, J.A., Mankertz, A. y Krakowka, S.,
2009. In utero transmission of porcine Torque teno virus. Vet
Microbiol 137, 375-9; Sibila, M., Martinez-Guino, L., Huerta, E.,
Llorens, A., Mora, M., Grau-Roma, L., Kekarainen, T. and éegales,

J., 2009. Swine torque teno virus (TTV) infection and excrﬁtdlﬁlbl‘
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dynamics in conventional pig farms. Vet Microbiol 139, 213-8).
Sin embargo, la deteccién actual de infeccién TTV porcina se basé
principalmente en ensayos PCR convencionales. Hasta ahora, ni el
ensayo seroldégico ni el sistema de cultivo virico se han
establecido. En particular, las amplificaciones PCR jerarquizadas
de las regiones conservadoras en el UTR de PTTV1 y PTTVZ,
respectivamente, desarrolladas por un grupo esparniol, se han usado
ampliamente (Kekarainen et al., 2006, supra). Ya que la cantidad
de virus posiblemente se asocia con la severidad de 1las
enfermedades clinicas, como se demuestra por PCVAD inducido por
PCVZ (Opriessnig, T., Meng, X.J. y Halbur, P.G., 2007. Porcine
circovirus type 2 associated disease: update on current
terminology, clinical manifestations, pathogenesis, diagnosis,
and intervention strategies. J Vet Diagn Invest 19, 591-615),
serd importante determinar la carga virica del TTV porcino por
PCR cuantitativa en tiempo real que la presencia de ADN TTV por
PCR convencional. Ademds, la PR en tiempo real es mas confiable,
rédpida y menos cara que la PCR convencional. Recientemente, se
describieron dos ensayos PCR en tiempo real basados en la sonda
TagMan para deteccién y cuantificacién de dos especies de TTV
porcino (Brassard, J., Gagne, M.J., Houde, A., Poitras, E. y
Ward, P., 2009. Development of a real-time TagMan PCR assay for
the detection of porcine and bovine Torque teno virus. J Appl
Microbiol. Nov 14, 2009, Epub ahead of print; Gallei, A., Pesch,
S., Esking, W.S., Keller, C. y Ohlinger, V.F., 2009. Porcine
Torque teno virus: Determination of viral genomic loads by
genogroup-specific multiplex rt-PCR, detection of frequent

multiple infections with genogroups 1 or 2, and establishment of
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viral full-length sequeﬁces. Vet Microbiol. Dec 21, 2009, Epub
adelantado al impreso). Una desventaja principal de los ensayos
de sonda es que pueden obtenerse resultados negativos falsos en
las secuencias enlazadas a la sonda que contienen mutaciones
(Anderson, T.P., Werno, A.M., Beynon, K.A. y Murdoch, D.R., 2003.
Failure to genotype herpes simplex virus by real-time PCR assay
and melting curve analysis due to sequence variation within probe
binding sites. J Clin Microbiol 41, 2135-7). Considerando el alto
grado de heterogeneidad entre las secuencias de cepas TTV
porcinas conocidas, se esperan variaciones en las secuencias
enlazadas a la sonda para cepas de campo de PTTVs. La PCR en
tiempo real basada en SYBR verde es un método alternativo que
evita este problema potencial, a pesar de su especificidad
relativamente inferior, que proporciona una trayectoria universal
para detectar y cuantificar las variantes TTV de porcino
potenciales. Por otro lado, los andlisis de curva de fusién (MCA)
después de PCR en tiempo real con SYBR verde aseguran una
especificidad de reaccién vy también permite la deteccién
multiplexada de distintos tipos de virus (Ririe, K.M., Rasmussen,
R.P. y Wittwer, C.T., 1997. Product differentiation by analysis
of DNA melting curves during the polymerase chain reaction. Anal
Biochem 245, 154-60). Los métodos de PCR en tiempo real de SYBR
verde basados en MCA han sido aplicados exitosamente a varios
virus humanos y veterinarios (Gibellini, D., Gardini, F., Vitone,
F., Schiavone, P., Furlini, G. y Re, M.C., 2006. Simultaneous
detection of HCV and HIV-1 by SYBR Green real time multiplex RT-
PCR technique in plasma samples. Mol Cell Probes 20, 223-9; «

Martinez, E., Riera, P., Sitja, M., Fang, Y., Oliveira, S. Yy

0000
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Maldonado, J., 2008. Simultaneous detection and genotyping of
porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) by
real-time RT-PCR and amplicon melting curve analysis using SYBR
Green. Res Vet Sci 85, 184-93; Mouillesseaux, K.P., Klimpel, K.R.
and Dhar, A.K., 2003. Improvement in the specificity and
sensitivity of detection for the Taura syndrome virus and yellow
head virus of penaeid shrimp by increasing the amplicon size in
SYBR Green real-time RT-PCR. J Virol Methods 111, 121-7; Wilhelm,
S., Zimmermann, P., Selbitz, H.J. y Truyen, U., 2006. Real-time
PCR protocol for the detection of porcine parvovirus in field
samples. J Virol Methods 134, 257-60).

Actualmente, se conoce poco acerca de la respuesta humoral
especifica de PTTV. Ya que los ensayos basados en PCR no reflejan
el curso de la infeccién por PTTV en cerdos, es necesario un
ensayo inmunosorbente ligado a la enzima eficiente (ELISA) para
la deteccidén de anticuerpo de suero PTTV para evaluar la
seroprevalencia de PTTV y ayudar a caracterizar el papel de PTTV
en enfermedades porcinas.

Hasta ahora, no estdn disponibles vacunas de subunidad,
eliminadoras y vivas para TTVs porcinos. Sera deseable y
ventajoso expresar proteinas cépsida PTTV recombinantes de
diferentes genotipos para el desarrollo de vacunas de subunidad
PTTV, vy construirvclones de ADN molecular de PTTV infecciosos de
diferentes genotipos para propagar la forma bioldgica pura de
PTTVs en sistema de cultivo celular que se usan para desarrollar

vacunas eliminadoras y vivas.
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona una molécula de 4&cido
nucleico infecciosa (“clon de ADN infeccioso”) de Torque teno
virus porcino (PTTV) que comprende una molécula de &acido nucleico
que codifica un PTTV infeccioso que contiene al menos una copia
de secuencia gendmica que tiene al menos 80% de homologia con una
secuencia gendémica seleccionada del grupo que consiste de
genotipos de PTTVla-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, los
clones de ADN infecciosos de PTTV  establecidos en la
reivindicacién 1, en donde la secuencia gendémica se selecciona de
secuencias establecidas en SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ 1ID
NO:11, y SEQ ID NO:12.

La presente invencidn proporciona un plésmido biolégicamente
funcional o vector virico que contiene los genomas PTTV
infecciosos.

La presente invencién proporciona una célula hospedera
apropiada transfectada con el plasmido de ADN de clon infeccioso
0 vector virico.

La presenée invencién proporciona un PTTV infeccioso
producido por células transfectadas con los clones de ADN
infecciosos de PTTV.

La presente invencién también proporciona una vacuna virica
que comprende un portador no téxico, fisioldégicamente aceptable vy
una cantidad inmunogénica de un miembro seleccionado del grﬁéd

que consiste de (a) una molécula de acido nucleico que contiene
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al menos una copia de secuencia gendmica que tiene al menos 80%
de homologia con una secuencia gendmica seleccionada del grupo
que consiste de genotipos PTTV o subtipos PTTVl1a-VA, PTTV1b-VA,
PTTVZ2b-VA, 'y PTTV2c-VA, o su hebra complementaria, (b) un
plasmido biolégicamente funcional o vector virico gque contiene
una molécula de acido nucleico que contiene al menos una copia de
secuencia gendémica que tiene al menos 80% de homologia con wuna
secuencia gendmica seleccionada del grupo gque consiste de
genotipos PTTV o subtipos PTTV1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, and
PTTV2c-VA, o su hebra complementaria, y (c) un PTTV no patogénico
infeccioso, avirulento que contiene al menos una copia de
secuencia gendémica que tiene al menos 80% de homologia con una
secuencia gendmica seleccionada del grupo que consiste de
genotipos PTTV o subtipos PTTV1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, vy
PTTV2c-VA.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, la
vacuna contiene virus PTTV vivos derivados de los clones
infecciosos PTTV. De acuerdo con otro aspecto de la presente
invencién, la vacuna contiene virus PTTV eliminadores derivados
de los clones infecciosos PTTV.

La presente invencién proporciona proteinas recombinantes
purificadas expresadas a partir de los genes de cépsida ORF1l de
genotipos PTTV o subtipos PTTVla-VA, PTTV1b-VA, y PTTV2c-VA en
sistema de expresidén bacteriana, y el uso de estas proteinas de
capsida recombinantes como vacunas de subunidad contra
infecciones PTTV. En una modalidad de la presente invencién, las

proteinas de cépsida recombinantes para el uso como vacunas de
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subunidad se expresan en sistema de expresidén de baculovirus vy
otros sistemas de vector de expresién.

De acuerdo con un aspecto adicional de 1la presente
invencidén, contiene ademé&s un adyuvante.

La presente invencidén proporciona ademds un método para
inmunizar un cerdo contra infeccién virica de PTTV, que comprende
administrar a un cerdo una cantidad inmunoldégicamente efectiva de
la vacuna virica.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, el
método comprende administrar la proteina cédpsida de subunidad
recombinante, la molécula de &cido nucleico infecciosa o virus
PTTV vivos al cerdo.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, el
método comprende administrar la vacuna parenteralmente,
intranasalmente, intradérmicamente, o transdérmicamente al cerdo.
De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, el
metodo comprende administrar la vacuna intralinfoidalmente o
intramuscularmente al cerdo.

La presente invencién también proporciona un polinucleétido
aislado que consiste de 1la secuencia de 1la secuencia de
nucledtido de PTTV1a-VA establecida en SEQ ID NO:9.

La presente invencién también proporciona un polinucleétido
aislado que consiste de la secuencia de 1la secuencia de
nucledtido de PTTV1b-VA establecida en SEQ ID No:10.

La presente invencidén también proporciona un polinucledtido
aislado que consiste de la secuencia de la secuencia de

nucledtido de PTTV2b-VA establecida en SEQ ID No:11.
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La presente invencién también proporciona un polinucledtido
aislado que consiste de la secuencia de la secuencia de
nucledétido de PTTV2c-VA establecida en SEQ ID No:12.

La presente invencién proporciona ademds una vacuna de
subunidad que comprende un fragmento inmunogenético de una
secuencia de polipéptido o una proteina completa traducida de
acuerdo con una secuencia de polinucledétido seleccionada del
grupo que consiste de ORF1l, ORF2, ORF1l/1, y ORF2/2 de genotipos
PTTV o subtipos PTTV1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b~VA, and PTTV2c-VA,
particularmente el ORF1 que codifica la proteina de capsida.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, la
secuencia de polinucledtido estd seleccionada del grupo que
consiste de ORFl de genotipos PTTV o subtipos PTTVla-VA, PTTVib-
VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, la
secuencia de polinucleétido es ORF1 del genotipo PTTV PTTVla-VA.
De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencidn, la
secuencia de polinucleétido es ORF1 del genotipo PTTV PTTV1b-VA.
De acuerdo aun con otro aspecto de la presente invencién, la
secuencia de polinucledétido es ORF1 del subtipo PTTV PTTV2c-VA.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, la

‘secuencia de polipéptido estd seleccionada del grupo que consiste

de la secuencia establecida en SEQ ID No:13, SEQ ID No:14, SEQ ID
No:15, SEQ ID No:16, SEQ ID No:17, SEQ ID No:18, SEQ ID No:19,
SEQ ID No:20, SEQ ID No:21, SEQ ID No:22, SEQ ID No:23, SEQ 1ID
No:24, SEQ ID No:25, SEQ ID No:26, SEQ ID No:27, y SEQ ID No:28.
De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, la

secuencia de polipéptido estid establecida en SEQ 1ID No:13. De
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acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, la secuencia
de polipéptido estd establecida en SEQ ID No:14. De acuerdo con
un aspecto adicional de la presente invencién, la secuencia de
polipéptido estd establecida en SEQ ID No:16. En una modalidad
especifica de la presente invencién, la secuencia de polipéptido
es de regidén de terminal C (aa 310-625) de SEQ ID No:16. De
acuerdo aun con otro aspecto de la presente invencidén, la
secuencia de polipéptido esti establecida en SEQ ID No:20.

De acuerdo <con un aspecto adicional de 1la presente
invencidén, la vacuna contiene ademas un adyuvante.

La presente invencién proporciona ademas un método para
inmunizar un cerdo contra infeccién viriéa de PTTV, que comprende
administrar a un cerdo una cantidad inmunoldégicamente efectiva de
la vacuna que comprende un fragmento inmunogenético de una
secuencia de polipéptido o una proteina completa traducida de
acuerdo con una secuencia de polinucleétido seleccionada del
grupo que consiste de ORF1l, ORF2, ORF1/1, y ORF2/2 de 1los
genotipos PTTV o subtipos PTTVla-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, vy
PTTVZ2c-VA.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencidén, el
método comprende administrar el fragmento inmunogenético o
proteina cépsida recombinante al cerdo.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, el
método comprende administrar la vacuna parenteralmente,
intranasalmente, intradérmicamente, o transdérmicamente al cerdo.
De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, el

~

método comprende administrar la vacuna de forma intralinfoidal o

intramuscular al cerdo. 0ﬂ0022 '
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La presente invencién proporciona adicionalmente un método
para diagnosticar infeccién por PTTV1 y cuantificacién de carga
de PTTV1, que comprende extraer ADN de una muestra que se
sospecha de infeccién por PTTV1, realizando reaccién en cadena de
polimerasa (PCR) usando cebadores que comprenden las secuencias
establecidas en SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30, y detectar
amplificacidén especifica de PTTV1. De acuerdo con un aspecto de
la presente invencién, la reaccién en cadena de polimerasa es una
PCR en tiempo real de SYBR verde.

‘La presente invencidén proporciona ademds un método para
diagnosticar infeccidén por PTTV2 y cuantificaciédn de carga de
PTTV2, que comprende extraer ADN de una muestra que se sospecha
de infeccidén por PTTV2, realizando reaccién en cadena de
polimerasa (PCR) usando cebadores que comprenden las secuencias
establecidas en SEQ ID N0O:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31 y SEQ ID
NO:32, y detectar amplificacién especifica de PTTV2. De acuerdo
con un aspecto de la presente invencidén, la reaccidén en cadena de
polimerasa es una PCR en tiempo real de SYBR verde.

La presente invencién también proporciona un método para
detectar y diagnosticar simultdneamente PTTV1 e infeccién por
PTTVZ2, que comprende extraer ADN de una muestra que se sospecha
de infeccién por PTTV, realizando reaccién en cadena de
polimerasa (PCR) usando cebadores que comprenden las secuencias
establecidas en SEQ ID NO:31 y SEQ ID NO:32, y detectar PTTV1 vy
amplificacién especifica de PTTV2. De acuerdo con un aspecto de
la presente invencidén, la reaccién en cadena de polimerasa es una

PCR en tiempo real de SYBR verde.
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La presente invencién, ademés, proporciona un método para
detectar y diagnosticar simultaneamente infeccién por PTTVla vy
PTTV1b, que comprende extraer ADN de una muestra gue se sospecha
de infeccién por PTTV1, realizando una primera reaccién en cadena
de polimerasa (PCR) usando cebadores que comprenden las
secuencias establecidas en SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:34,
realizando una segunda PCR usando cebadores que comprende 1las
secuencias establecidas en SEQ ID NO:35, SEQ 1ID NO:36, SEQ 1ID
NO:37, y SEQ ID NO:38, y detectar amplificacién especifica de
PTTVla y PTTV1b.

La presente invencidn proporciona un método para
diagnosticar infeccién por PTTV, que comprende inmovilizar un
fragmento  inmunogenético de una secuencia de polipéptido
traducida de acuerdo con una secuencia de polinucledtido
seleccionada del grupo que consiste de ORF1l, ORF2, ORF1l/1, vy
ORF2/2 de genotipos PTTV o subtipos PTTV1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-
VA, y PTTV2c-VA; poner en contacto una muestra de suero de un
cerdo que se sospecha de infeccién por PTTV con el fragmento
inmunogenético inmovilizado, y detectar anticuerpo capturado
especifico para el fragmento inmunogenético.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, la
secuencia de polinucledétido estd seleccionada del grupo que
consiste de ORFl de genotipos PTTV o subtipos PTTVla-VA, PTTVi1b-
VA, PTTVZb-VA, y PTTV2c-VA.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencidn, la
secuencia de polinucleétido es ORF1l del genotipo PTTV PTTVla-VA.
De acuerdo con otra modalidad de 1a presente invenciéﬁ, la

secuencia de polinucleétido es ORF1 del genotipo PTTV PTTV&B@/ﬁzé
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De acuerdo con una modalidad adicional de la presente invencién,
la secuencia de polinucleétido es ORF1 del subtipo PTTV PTTV2c-
VA.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidén, la
secuencia de polipéptido estd seleccionada del grupo que consiste
de la secuencia establecida en SEQ ID No:13, SEQ ID No:14, SEQ ID
No:15, SEQ ID No:16, SEQ ID No:17, SEQ ID No:18, SEQ ID No:19,
SEQ ID No:20, SEQ ID No:21, SEQ ID No:22, SEQ ID No:23, SEQ ID
No:24, SEQ ID No:25, SEQ ID No:26, SEQ ID No:27, y SEQ ID No:28.

De acuerdo con una modalidad de 1la presente invencién, la
secuencia de polipéptido estd establecida en SEQ ID No:13. De
acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, la secuencia
de polipéptido estd establecida en SEQ ID No:14. De acuerdo con
otra modalidad de 1la presente invencidn, la secuencia de
polipéptido estad establecida en SEQ ID No:16. De acuerdo con una
modalidad adicicnal de 1a presente invencién, el fragmento
inmunogenético es de regién de terminal C (aa 310-625) de SEQ ID
No:16. De acuerdo aun con otra modalidad de 1la presente
invencién, la secuencia de polipéptido estd establecida en SEQ ID
No:20.

La presente invencién proporciona tres ensayos
inmunosorbentes ligados a la enzima estandarizados (ELISA) para
diagnosticar infecciones PTTV y detectar anticuerpos en el suero
de cerdos infectados por genotipos PTTV PTTVla-VA, PTTV1b-VA, vy
todos los subtipos conocidos en especies PTTV 2.

Las pruebas de diagnéstico ELISA se basan en la proteina
capsida ORF1l recombinante expresada en baculovirus o expresada en

bacterias de genotipos PTTV PTTVl1a-VA, PTTV1b-VA, y PTTV2c-VA.
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De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, el
anticuerpo capturado detectado es por medio de Western blot. De
acuerdo aun con otro aspecto de la presente invencién, el
anticuerpo capturado detectado es por medio de ensayo

inmunosorbente ligado a la enzima (ELISA).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las caracteristicas antes mencionadas de la invencidén se
entenderan més claramente a partir de la siguiente descripcién
detallada de la invencién leida en conjunto con las figuras en
las cuales:

La Figura 1A y 1B representa el diagrama esquematico de
estructuras gendmicas, estrategias para clonacién gendémica vy
ensampbles de cuatro cepas de E.U.A. prototipo de cepas del virus
TTV porcino grupo 1 (especie 1) and grupo 2 (especie 2);

La Figura 2 representa distribucién PASC (siglas en 1inglés
de comparaciones de secuencia en pares) de comparaciones de
secuencia de nucledétido de 121 cepas TTV disponibles en la base
de datos del GenBank. Se exhiben el género, especies, tipos,
subtipos y variantes y sus correspondientes porcentajes de
identidades de secuencia de nucledétido;

La Figura 3A ilustra un arbol filogenético construido por el
metodo de unir los vecinos con base en las secuencias de

nucleétido gendémicas de longitud completa;
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La Figura 3B ilustra &rboles filogenéticos construidos con
base en secuencias de aminodcidos deducidas de ORF1 entre siete
cepas de TTV porcino;

La Figura 3C ilustra &arboles filogenéticos construidos con
base en secuencias de aminoidcidos deducidas de ORF1/1 entre siete
cepas de TTV porcino;

La Figura 3D ilustra &rboles filogenéticos construidos con
base en secuencias de aminodcidos deducidas de ORF2 entre siete
cepas de TTV porcino;

La Figura 3E ilustra &arboles filogenéticos construidos con
base en secuencias de aminodcidos deducidas de ORF2/2 entre siete
cepas de TTV porcino;

La Figura 4 representa una alineacién de las secuencias de
aminoacido de longitud completa de ORF1 entre siete cepas PTTV;

La Figura 5 representa una alineacién de las secuencias de
aminodcido de longitud completa de ORF2 entre siete cepas PTTV;

La Figura 6A ilustra curvas de fusién de productos PCR en
tiempo real de PTTV1 después de 40 ciclos de amplificaciones de
plantilla estédndar respectiva (indicada en azul) y 20 muestras de
Suero porcino;

La Figura 6B ilustra curvas de fusién de productos PCR en
tiempo real de PTTV2 después de 40 ciclos de amplificaciones de
plantilla estéandar respectiva y 20 muestras de suero porcino;

Las Figuras 7A-7E ilustran anédlisis de curva de fusién (MCA)
de PCR en tiempo real doble basada en SYBR verde de PTTV1/PTTV2;

La Figura 8 representa una alineacién de secuencia de
nucledtidos localizada en la parte de terminal N del ORF1

supuesto entre siete cepas PTTV; 000027
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Las Figuras 9A y 9B representan perfiles de hidrofilicidad y
regiones conservadas de los cuatro TTV2 porcino conocidos;

Las Figuras 10A-10C ilustran la expresién y purificacién de
proteina capsida ORF1l de PTTV2c recombinante;

Las Figuras 11A-11C muestran resultados representativos de
analisis Western blot de muestras de suero porcino seleccionadas;

La Figura 12 ilustra la consistencia de Western blot y ELISA
basado en PTTV2c-ORF1;

La Figura 13 exhibe graficos de Box-and-Whisker (diagramas
de distribucidén de datos) del nivel de anticuerpo en suero PTTV2
por carga virica en 138 cerdos de fuentes diferentes:

La Figura 14A ilustra una evaluacién retrospectiva de la
carga virica de PTTV2;

La Figura 14B ilustra el nivel de anticuerpo para proteina
capsida OFR1 de PTTV2 en 10 cerdos que han crecido desde que
llegaron hasta dos meses después de haber llegado;

Las Figuras 15A-15C ilustran la expresién y purificacién de
proteina cédpsida ORF1l recombinante de PTTVla y PTTV1b; y

La Figura 16 muestra ejemplos de anadlisis Western blot
basados en PTTV1a-ORF1 de muestras de suero porcino seleccionadas

de una granja de Wisconsin.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

De acuerdo <con 1la presente invencién, en un ejemplo
especifico, los cuatro subtipos de TTV porcino novedosos

anteriormente mencionados se aislan de un cerdo macho sencillo en

“
*

Virginia.
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En la Fig. 1A, se muestran ambos de los genomas PTTV1 vy
PTTVZ en negrita y los tamafios y direcciones de los cuatro ORFs
supuestas (ORF1l, ORF2, ORF1l/1 y ORF2/2) se indican por flechas.
Las regiones ricas en GC también se muestran. Los arcos de linea
punteada A y D representa las regiones usadas para deteccidén de
PTTV1 y PTTVZ de muestras de suero y semen por PCR anidado,
respectivamente. Los arcos de linea punteada B y C representa los
dos fragmentos PCR traslapados para clonacién gendémica de PTTV1
mientras que los arcos de linea punteada E y I representan los
dos fragmentos PCR traslapados para clonacién gendmica de PTTV2.
Las ubicaciones de los cebadores usados en el estudio (ver Tabla
1) también se muestran en las posiciones correspondientes.

Una muestra de suero de cerdo macho (SR#5) que se mostrd que
es positiva para tanto PTTV1 como PTTV2 en la PCR de primera
ronda, de esta manera es indicativa de carga virica mas alta, Se
usé para clonacién gendémica de longitud completa subsecuente de
PTTV. Sorpresivamente, los intentos iniciales para utilizar dos
conjuntos de cebador (NG372/NG373 <y NG384/NG385) de wuna PCR
inversa (Okamoto et al., 2002, supra) disefiado para la clonacién
de la primera cepa PTTV Sd-TTV31l para amplificar el ADN gendmico
del virus no fueron exitosos. No se obtuvo producto PCR después
de varios ensayos. Con base en la secuencia inicial de la regién
A de PTTV1 y la regidén D de PTTV2, dos pares nuevos de cebadores
(TTV1-If(SEQ ID NO:1)/TTV1-2340R(SEQ ID NO:2) y TTV1-2311F(SEQ ID
NO:3) /TTV1-IR(SEQ ID NO:4)) se disefiaron posteriormente para
amplificar las regiones B y C abarcando el genoma de PTTV1
supuesto, y dos pares adicionales de cebadores (?TVZ—IF(SEQ ID

NO:5)/TTV2—2316R(SEQ ID NO:6) y TTV2-GCF(SEQ ID NO:7)/TTV2= .
Y 000078
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ID NO:8)) para amplificar regiones E y F abarcando el genoma de
PTTV2 supuesto, respectivamente (Fig. 1A y Tabla 1). Los
cebadores TTV1-2340R(SEQ ID NO:2) y TTV1-2311F(SEQ ID NO:3) se
dedujeron de una secuencia comin en cepas PTTV1 Sd-TTV31l (Okamoto
et al., 2002, supra) y TTV-lp (Niel et al., 2005) que esté
ausente en cepa PTTV2 TTV-2p (Niel et al., 2005, supra), mientras
que los cebadores TTV2-2316R(SEQ ID NO:6) and TTV2-GCF(SEQ 1ID
NO:7) se dedujeron de una secuencia de cepa TTV-2p que esté
ausente en las dos cepas PTTV1. Los cuatro productos PCR
diferentes resultantes <con tamafios esperados cada uno @ se
insertaron en un vector de clonacién de punta roma, y los
plasmidos recombinantes resultantes se transformaron en
Escherichia «coli. Se identificaron ocho hasta quince clones
bacterianos positivos (con color blanco) para cada constructo que

representa los fragmentos B, C, E y F y posteriormente procesaron

en secuencia.

Tabla 1. Cebadores de oligonucledétido usados para amplificaciones

de PCR agrupada y PCR genémica de virus porcinos

Cebador ID Secuencia (5’ hasta 3') Usado para:

TTV1-mF

(SEQ ID NO:45) TACACTTCCGGGTTCAGGAGGCT Deteccidn de TTV1 de porcino
TTV1-mR

(SEQ ID NO:46) ACTCAGCCATTCGGAACCTCAC Deteccidn de TTV1 de porcino
TTV1-nF

(SEQ ID NO:47) CAATTTGGCTCGCTTCGCTCGC Deteccidn de TTV1 de porcino
TTV1-nR

(SEQ ID NO:48) TACTTATATTCGCTTTCGTGGGAAC Deteccidn de TTV1 de porcino
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TTV2-mF

(SEQ ID NO:

TTV2-mR

(SEQ ID NO:

TIVZ2-nF

(SEQ ID NO:

TTV2-nR

(SEQ ID NO:

TTV1-IF

(SEQ ID NO:

(fragmento

TTV1-2340R

(SEQ ID NO:

(fragmento

TTV1-2311F

(SEQ ID NO:

(fragmento

TTV1-IR

(SEQ ID NO:

(fragmento

TTV2-1F

(SEQ ID NO:

E)

TTV2-2316R

(SEQ ID NO:

E)

TTV2-GCF

49)

50)

51)

52)

6)

25

AGTTACACATAACCACCAAACC Deteccién de TTV2 de porcino
ATTACCGCCTGCCCGATAGGC Deteccidn de TTV2 de porcino
CCAAACCACAGGAAACTGTGC Deteccién de TTV2 de porcino
CTTGACTCCGCTCTCAGGAG Deteccidén de TTV2 de porcino
CATAGGGTGTAACCAATCAGATTTAAGGCGTT Clonacién gendémica
GGTCATCAGACGATCCATCTCCCTCAG Clonacién gendmica
CTTCTGAGGGAGATGGATCGTCTGATGA Clonacién gendmica
TTGAGCTCCCGACCAATCAGAATTGACT Clonacién gendmica
TTGTGCCGGAGCTCCTGAGAGC Clonacidén genémica (fragmento

AGGTGCTTGAGGAGTCGTCGCTTG Clonacidén gendémica (fragmento
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(SEQ ID NO:7) CTCAAGCACGAGCAGTGGATCCTCTCA Clonacidén genémica (fragmento
F)

TTV2-IR

(SEQ ID NO:8) TACCCAGGCGGTITAGACACTCAGCICT Clonacién gendmica (fragmento
F)

Inesperadamente, se identificaron dos grupos de datos de
secuencia de cada constructo, lo que indica que existen dos tipos
de PTTVs en el genogrupo 1 y genogrupo 2 del mismo cerdo. Con
objeto de diferenciar y ensamblar las cuatro cepas PTTV, se
realizaron comparaciones de secuencia junto con las tres cepas
PTTV conocidas, Sd-TTV31l, TTV-lp y TTV-2p (Fig. 1B y 1C).

La Fig. 1B ilustra 1la diferenciacién vy ensamble de
secuencias gendémicas de longitud completa de cepas PTTV1 PTTVla-
VA 'y PTTV1b-VA con fragmentos PCR B y C que se clonaron
posteriormente. Los codones de inicio de ORFl1 y ORF2 en el
fragmento B asi como los codones de terminacién de ORFl en el
fragmento C se marcan por “*’ o (W7, Las secuencias
correspondientes de dos cepas PTTV1 conocidas, Sd-TTV31 y TTV-lp,
también se muestran. Se sombrean las secuencias conservadas, Y
las punteadas indican eliminaciones de nucleétido.

Para PTTV1, el codén ATG de inicio y el codén TGA de
terminacién del ORF1 supuesto se localizaron en los fragmentos B
y C, respectivamente (Fig. 1B). Las posiciones de los codones
fueron diferentes en dos grupos PTTV1, el primero idéntico a Sd-
TTV3l y el segundo idéntico a TTV-1p (Fig. 1B). Ademds, los
codones de inicio ORF2 en los dos grupos también se localizaron

en posiciones diferentes consistentes con la de ORFl. Por otro
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lado, 1los andlisis filogenéticos que usan cuatro secuencias
diferentes de la regién B (dos de los datos de procesado en
secuencia y dos de las cepas Sd-TTV31 y TTV-lp) vy cuatro
secuencias diferentes de la regién C soportan que la primera
secuencia se agrupd con Sd-TTV31l y la segunda se agrupdé con TTV-
lp (datos no mostrados). Por lo tanto, los solicitantes fueron
capaces de diferenciar y ensamblar dos grupos de datos de
secuencia de ambos fragmentos B y C en dos genomas PTTV1 de
longitud completa que se designaron como cepas PTTV1a-VA (SEQ ID
NO:9) y PTTV1b-VA (SEQ ID NO:10), respectivamente (Fig. 1B).

La Fig. 1C ilustra la diferenciacién vy ensamble de
secuencias gendmicas de longitud completa de cepas PTTV2 PTTV2b-
VA 'y PTTVZ2c-VA con fragmentos PCR E y F que se clonaron
posteriormente. La secuencia correspondiente de cepa TTV-2p se
incluye y se sombrean las secuencias conservadas. Las punteadas
indican eliminaciones de nucleétido. Los nuclebdtidos tunicos
dentro de la regidén traslapada (recuadro con linea punteada) para
cada cepa (nucledétidos “AG” continuos para PTTV2b-VA (SEQ 1ID
NO:11) y dos nucledtidos “A” y “G” sencillos para PTTV2c-VA (SEQ
ID NO:12)) se muestran, respectivamente.

La diferenciacién de las dos cepas PTTV2 fue mas facil. Los
nucledtidos “AG” continuos Unicos localizados en la regién
traslapada de dos fragmentos PCR se sombredé por dos grupos de
datos de secuencia de los fragmentos E y F, respectivamente (Fig.
1C). La secuencia genémica de longitud completa ensamblada
representa una cepa PTTVZ y se designdé como PTTV2b-VA (SEQ 1D,

NO:11). Similarmente, la secuencia gendmica completa de una

segunda cepa designada como PTTV2c-VA (SEQ ID NO:12) se ensambld
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rcon base en dos nuclebétidos sencillos Unicos “A” y “G”

¥

; compartidos en la regidén traslapada por otro conjunto de datos de
f secuencia de los fragmentos E y F, respectivamente (Fig. 1C). Los

- analisis filogenéticos que usan cuatro secuencias de los

fragmentos E y F junto con las dos secuencias correspondientes de
TTV-2p también soportan esta asignacién (datos no mostrados).

La presente invencidn proporciona cuatro genotipos del virus
TTV porcino aislado o subtipos que estdn asociados con
infecciones viricas en cerdos. Esta invencién incluye, pero no se
limita a, genotipos de virus TIV porcino o subtipos PTTVla-VA,
PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA, los genotipos de virus o
subtipos que tienen las secuencias de nucledétidos establecida en
SEQ ID NO:9 (PTTV1ia-VA), SEQ ID NC:10 (PTTV1b-VA), SEQ ID NO:11
(PTTVZ2b-VA), y SEQ ID NO:12 (PTTV2c-VA), su equivalente funcional
0 hebra complementaria. Se entenderd que los derivados de
secuencia de nucleétido especificos de cualquier TTV porcino
tendréan variaciones ligeras que existen naturalmente entre virus
individuales. Estas variaciones en las secuencias pueden
apreciarse en eliminaciones, | sustituciones, inserciones \Y
similares.

La estructura gendémica propuesta para cada una de las cuatro
cepas se analizd en detalle y se resume en la Tabla 2, junto con
las tres cepas PTTV conocidas, Sd-TTv31l, TTV-1lp y TTV-2p. Las
cuatro cepas E.U.A. de PTTV tienen un tamafio gendmico similar de
2,878 bp (PTTVlia-VA SEQ ID NO:9), 2,875 bp (PTTV1b-VA SEQ 1ID
NO:10), 2,750 bp (PTTV2b-VA SEQ ID NO:11), y 2,803 bp (PTTV2c-VA
SEQ ID NO:12), respectivamente. Tanto PTTVl1a-VA (SEQ 1ID NO£9) 

como Sd-TTV31l tienen la misma longitud genémica. Las secuencias
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publicadas de 1las cepas TTV-lp y TTV-2p todas tienen muchos
nucleétidos indeterminados en la regién rica en GC del UTR.
Después del 1llenado artificial de estos nucleétidos con las
secuencias de consenso correspondientes a PTTV1 y PTTV2, se
mostré que el TTV-1lp estd mas cercanamente relacionados a PTTV1b-
VA (SEQ ID NO:10), y que TTV-2p estd mas cercanamente relacionado
a PTTVZb-VA (SEQ ID NO:11) en longitud gendmica, respectivamente
(datos no mostrados).

Las secuencias gendmicas ensambladas de genotipos de virus
TTV porcino o subtipos PTTV1a-VA (SEQ ID NO:9), PTTV1b-VA (SEQ ID
NO:10), PTTVZ2b-VA (SEQ ID NO:11), y PTTV2c-VA(SEQ ID NO:12) se
exponen al Genbank® (Nucleic Acids Research, enero 2008;
36 (publicacién de base de datos):D25-30) con nUmeros de acceso

GU456383, GU456384, GU456385, y GU456386, respectivamente.

Tabla 2. Comparacién de la organizacién gendémica y ORFs de las

siete cepas de TTV porcino

TTV Poicino especie 1 TTV Parcinoespecie 2
Vs Tipola Tipo1b Subtipp2a  Subtipo2b  Subtipo2c
Cepa PITVla  S4TTV3l PTIVIb-  TTV-Ip TTV2p PTTV2b-  PTTV2c-
VA VA VA VA
Pais EUA Japon EUA Brasil Brasil EUA EUA
Longitud completa 2878 2878 2875 Incompleto Incompleto 2750 2803

(nt)

# de acceso al GU4AS6383  ABO76001 GU456384 AYS823990 AYS823991 GU456385  GU456386
GenBank

Caja TATA 288291 288291 288291 288291 233236 23336 285288
Extemo mARN 316 316 316 316 261 261 313

S’ supuesto

ORF1

Tamafo (@) 635 635 639 637 624 625 500035
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Exon# 1 1 1 1 1 1 1
Inicio 534 534 517 517 476 476 528
Teminacion 2441 2441 2436 2430 2350 2353 2405
ORF2
Tamaflo(aa) 73 3 72 72 68 68 68
#deExtn 1 1 1 1 1 1 1
Inicio 430 430 428 428 393 393 445
Terminacion 651 651 646 646 59 599 651
ORF1/1
Tamafio(@) 174 174 182 182 178 178 178
#deExén 2 2 2 2 2 2 2
Iniclo 534 534 517 517 476 476 528

Empalmado  647/648 647/648 642/643 642/643 595/596 595/5% 647/648
20302031 20302031 20132014 20072008 19331934  193¢/1937  1988/1989

Terminacion 2441 2441 2436 2430 2350 2353 2405
ORF222(ORF3)
Tamaio(a) 224 04 28 28 19 199 199
#deExén 2 2 2 2 2 2 2
Tnico 430 430 428 428 393 395 45

Empalmado  647/648 647/648 642/643 642/643 595/5% 595/59 647/648
20302031 20302031 20132014 20072008  1933/1934  1936/1937  1988/1989

Teminacién 2487 2487 2485 2479 2330 2333 2385
Seftal de 24582463 24582463 24622467 24562461 24732478 24762481 25282533
poliadenilacion
(AATAAA)

Los numeros (excepto los tamafios del genoma de longitud completa,
ORFs y los numeros de exdén) indican las posiciones de nucledtido
(nt) en el genoma de cepas PTTV respectivas.

Dos estudios recientes han identificado los mARNs viricos

transcritos y la expresidén de al menos seis proteinas viricas

. durante la replicacién TTV humana (Mueller et al., 2008, supra;

Qiu et al., 2005, supra), que es mas que el numero predicho de
ORFs codificadas por TTV humano (Okamoto, H., Nishizawa, T.,

Tawara, A., Takahashi, M., Kishimoto, J., Sai, T., y Sugﬂﬂon3s

R
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(2000b) . TT virus mRNAs detected in the bone marrow cells from an
infected individual. Biochem Biophys Res Commun 279 (2), 700-7),
por lo tanto se incluye la nueva informacién genémica TTV humana
para comparacién con las secuencias PTTV. Los extremos 5’ de los
transcriptos de mARN de cepa TTV humana P/1C1l se mapearon a una
“"A” que es 25 nt cadena debajo de la caja TATA (Mueller et al.,
2008, supra). Este punto de partida, su secuencia adyacente
(CGAATGGCTGAGTTTATGCCGC (SEQ ID NO:39); el punto de partida se
subrayd) y la distancia de la caja TATA cadena arriba (24 nt;
Tabla 2) estan muy conservadas en las siete cepas PTTV, lo que
sugiere que PTTV y TTV humano pueden utilizar un extremo 5’ comln
del mARN para traduccién.

Se identificaron cinco regiones completamente conservadas
adicionales en la vecindad de la caja TATA entre las siete cepas
PTTV. Dos regiones de 11 nt cada una (AGTCCTCATTT (SEQ ID NO:40)
y AACCAATCAGA (SEQ ID NO:41)) fueron localizadas en cadena arriba
de la caja TATA, mientras que las tres regiones restantes
(CTGGGCGGGTGCCGGAG de 17 nt (SEQ ID NO:42); CGGAGTCAAGGGGC de 14
nt (SEQ ID NO:43); TATCGGGCAGG de 11 nt (SEQ ID NO:44)) se
localizan entre el extremo 5’ propuesto del mARN y el codén de
inicio de ORF2. Estas secuencias especificas de PTTV conservadas
pueden contener los elementos comunes que regulan la expresién
del gen virico.

Previamente, tres ORFs (ORFs 1-3) se propusieron en el
genoma de las tres cepas PTTV conocidas, respectivamente (Niel et
al., 2005, supra; Okamoto et al., 2002, supra). Las cuatro cépas
de E.U.A. prototipo de PTTV identificado en este estudio poseen

esta estructura. El1 ORF3 correspondiente en TTV humano s
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renombrado como ORF2/2 ya que inicia en el mismo ATG en ORF2 y se
mantiene en el mismo ORF (ORF2 extendido) después del empalme
(Fig. 1A) (Mueller et al., 2008, supra; Qiu et al., 2005, supra).
Se ha seguido la nomenclatura de TTV humano para revisar la
clasificacién de PTTV en este estudio. El TTV humano ORF1/1 es
una proteina virica recientemente identificada que se codifica
por dos exones en ORFl (Qiu et al., 2005, supra). ORFi/l comparte
la parte terminal N y C con ORFl. La contraparte PTTV ORF1l/1 se
identificé en las siete cepas PTTV (Fig. 1A y Tabla‘2).

El ORF1 y ORF2 se codificaron por un mARN virico de ~2.8 kb
mientras que el ORF1l/1 y ORF2/2 se codificaron por un mARN virico
empalmado con ~1.2 kb en TTV humano (Mueller et al., 2008, supra:
Qiu et al., 2005, supra). Ya que estos cuatro ORFs también se
dedujeron en genomas PTTV, y ya que las secuencias vy ﬁosiciones
del donador de empalme supuesto y sitios aceptores en las siete
cepas PTTV son muy conservadas (Tabla 2), se especula que el TTV
porcino probablemente también codifica los dos mARNs
correspondientes.

La mayoria de las cepas TTV humanas comparten una similitud
genética con el CAV, que codifica una proteina que induce la
apoptésis de TTV (TAIP) en la cual su contraparte CAV se nombrd
apoptina (de Smit, M. H., y Noteborn, M. H. (2009). Apoptosis-
inducing proteins in chicken anemia virus and TT virus. Curr Top
Microbiol Immunol 331, 131-49). E1 ORF de TAIP se incrusta dentro
del ORF2. Sin embargo, el TAIP correspondiente no existe en el
TTV porcino. Un estudio reciente muestra que se requirid 1la
expresién de apoptina o TAIP para replicacién de CAV en células

cultivadas (Prasetyo, A. A., Kamahora, T., Kuroishi, A
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Murakami, K., y Hino, S. (2009). La replicacién del virus de

anemia del pollo (CAV) requiere apoptina y se complementa por VP3

“de torque teno virus (TTV) humano. Virology 385(1), 85-92).

Las comparaciones de secuencia en pares (PASC) es un método
atil que agrupa la distribucién de frecuencia de porcentajes de
identidad de secuencia de nucledétido en pares a partir de la
secuencia gendmica disponible de virus en la misma familia (Bao,

Y., Kapustin, Y., y Tatusova, T. (2008). Virus Classification'by

Pairwise Sequence Comparison (PASC) . En  "Encyclopedia of
Virology, 5 vols." (B. W. J. Mahy, y M. H. V. Van Regenmortel,
Eds.), Vol. 5, pp. 342-8. Elsevier, Oxford). Los picos diferentes

generados por el programa PASC usualmente representan grupos de
géneros de virus, especies, tipos, subtipos y cepas (Fig. 2). En
este estudio, se ha realizado andlisis PASC de TTV que usan 121
secuencias gendmicas de longitud completa de cepas relacionadas
con TTV humano y animal disponibles en la base de datos del
GenBank (Fig. 2). Suponiendo que los miembros TTV se clasifican
en una familia separada, Anelloviridae, los dos picos
principales, a 36-55% y 55-67% de identidad de secuencia de
nucledtido, representan grupos de géneros y especies,
respectivamente (Fig. 2). En consecuencia, un tipo de TTV se
define como un grupo de TTV que tiene 67-85% de identidad de

secuencia de nucledétido mientras que un subtipo de TTV puede

definirse como un grupo de secuencias TTV que comparten 85-95% de

identidad de secuencia de nucledétido. Las cepas TTV que comparten

mas del 95% de identidad de secuencia de nucledétido pueden
clasificarse ademds en variantes (Fig. 2). Una clasificacién

similar se ha propuesto usando secuencias de 103 aislados TTV‘EE
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Jelcic et al (Jelcic, I., Hotz-Wagenblatt, A., Hunziker, A., Zur
Hausen, H., y de Villiers, E. M. (2004). Isolation of multiple TT
virus genotipos from spleen biopsy tissue from a Hodgkin's
disease patient: genome reorganization and diversity in the
hypervariable region. J Virol 78(14), 7498-507).

Estos criterios propuestos de clasificacién TTV se aplicaron
a los analisis filogenéticos de las secuencias gendmicas de las 4
cepas de E.U.A. prototipo de PTTV y las otras 3 cepas PTTV
conocidas. La comparacién en pares de secuencias de nucledtidos
de longitud completa entre estas cepas demuestra que las cuatro
cepas PTTV1 tienen 54.0-56.4% de identidad de secuencia de
nucleétido comparado con las tres cepas PTTV2 (Tabla 3). Por 1lo
tanto, el “genogrupo” previamente designado de PTTV en la
literatura probablemente serd mds apropiado para designarse como
“especies”, y PTTV]1 y PTTV2 probablemente debieran representar
especies de TITV porcino 1 y especies 2, respectivamente. Las
especies PTTV 1 consisten de dos tipos de virus designados como
tipo la (incluyendo Sd-~-TTV31l y PTTV1a-VA (SEQ ID NO:9)) y tipo 1b
(incluyendo TTV-1p y PTTV1b-VA (SEQ ID NO:10)), respectivamente,
ya que la identidad de secuencia de nucledétido entre estos dos
tipos de virus estd entre 69.8-70.7% (Tabla 3). Se reconocen Sd-
TTV31l y TTVla-VA (SEQ ID NO:9) como cepas variantes de la misma
especie debido a su identidad de secuencia méas alta (95.1%). Sin
embargo, las dos cepas tipo 1b, TTV-1p y PTTV1b~-VA (SEQ 1ID
NO:10), pueden pertenecer a dos subtipos diferentes (identidad de
secuencia de nucledtido=86.4%). Para especies PTTV 2,
posiblemente se clasifican tres cepas en subtipos separados (TTV-

2p para subtipo 2a, PTTV2b-VA (SEQ ID NO:11) para sﬁbtipo 2b, vy
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PTTVZc-VA (SEQ ID NO:12) para subtipo 2c, respectivamente) con
base en su 86.5-90.9% de identidad de secuencia de nucleétido.
Este sistema de clasificacién nuevo propuesto para PTTV fue
claramente evidente en el 4&rbol filogenético (Fig. 3A). Los
5 arboles filogenéticos construidos con base en las secuencias de
aminoacidos deducidas de ORF1l, ORF1/1, ORF2 y ORF2/2 de PTTV

también fueron consistentes con esta clasificacién propuesta

(Figs. 3B hasta 3E).

Tabla 3. Comparacién de secuencias en pares de la secuencia

10 gendémica de longitud completa de las siete cepas de TTV porcino
. TTYV Porcino especie 1 TTYV Porcino especie 2
Tipo 1a Tipo 1b Subtipo  Subtipo2b Subtipo 2¢
2a
PTTVia-  Sd- PTTVIb-  TTV-lp TTV-2p PTTV2b-  PTTV2c-
VA TTV31 VA VA VA
Tipo 1a
15
PTTVla- — 95.1 70.5 69.8 55.7 55.1 56.2
VA
Sd-TTV31 — 70.7 70.1 55.9 56.0 56.4
Tipo 1b
PTTVI1b- — 86.4 54.0 54.7 552
. VA
TTV-1p — 55.2 54.7 55.4
20
Subtipo 2a
TTV-2p — 86.5 86.8
Subtipo 2b
PTTV2b- — 90.9
VA
Subtipo 2¢
PTTV2c- —_
VA

Los datos se generaron usando el programa PASC, y los valores

indican el % de identidades de secuencia de nucledtido.
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Las mutaciones y eliminaciones y/o inserciones unicas se
dispersaron a través de los genomas entre las especies, tipos vy
subtipos PTTV. Por ejemplo, la ubicacién de los codones de inicio
y terminacién de ORFl y los codones de inicio ORF2 entre el PTTV
tipo la y 1b, que se muestra en la Fig. 1B como se menciona
arriba, son diferentes. Las dos cepas PTTVlb también tienen una
eliminacién de 2 codones después del inicio ORF2 comparado con
PTTVla (Fig. 1B).

De forma notable, tanto TTV-2p como PTTV2b-VA tienen una
eliminacién de 52-nt de largo, que tiene 39 nt cadena arriba de
la primera secuencia conservada de 1l-nt (AGTCCTCATTT (SEQ 1ID
NO:40)) en el UTR, comparado con PTTV2c-VA. Debido a esta
eliminacién, el tamafio genémico de PTTV2b-VA (probablemente TTV-
Z2p también) fue significativamente mis pequefio que el de PTTV2c-
VA (Tabla 2). Un nuimero de clones TTV humanos “subviricos” se han
aislado de las muestras de suero que se consideran como genomas
TTV de longitud completa ya que los ORFs en una mayoria de estas
moléculas subviricas "usualmente se mantienen intactos (de
Villiers et al., 2009; Leppik et al., 2007). Hay longitudes
variables en el UTR que se eliminan completamente o parcialmente.
La situacién de TTIV-2p y PTTV2b-VA parece semejarse a la de las
moléculas subviricas TTV humanas, lo que implica que los subtipos
PTTV2a y PTTV2b pueden ser las moléculas subviricas derivadas del
subtipo PTTV2c. De notar, la secuencia de terminal 3’ de un
cebador PCR anidado TTV2-nF (Tabla 1) que se usa comunmente para
la deteccidén del PTTV2 de muestras de campo por otros grupos

(Ellis et al., 2008, supra; Kekarainen et al., 2007, supra;

Kekarainen et al., 2006, supra; Krakowka et al., 2008, supraﬂﬂﬁeﬂ(Z
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localiza en ambos lados de 1la eliminacién. Por 1lo tanto, el
ensayo PCR anidado actual para deteccién de PTTV2 posiblemente no
sea suficiente para identificar las cepas genéticamente diversas
del subtipo PTTV2c.

La fuente de cepa de virus aislados es de las muestras de
suero, heces, salva, semen y tejido de cerdos que tienen la
infeccién virica TTV porcina. Sin embargo, se contempla que puede
usarse tecnologia de ADN recombinante para duplicar y sintetizar
quimicamente 1la secuencia de nucleétidos. Por 1lo tanto, el
alcance de la presente invencién abarca el polinucledétido aislado
que comprende, pero no se limita a, una secuencia de nucledtidos
establecida en SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, and SEQ
ID NO:12, o su hebra complementaria; un polinucleétido que
hibridiza a y es al menos al menos 67% complementario con la
secuencia de nucledétidos establecida en SEQ ID NO:9, SEQ 1ID
NO:10, SEQ ID NO:11, and SEQ 1ID NO:12, preferiblemente 85%
complementario, o mas preferiblemente 95% complementario; o un
fragmento inmunogénico seleccionado del grupo que consiste de una
secuencia de aminodcidos de proteina ORF1 establecida en SEQ 1ID
NO:13 (PTTV1a-VA), SEQ ID NO:14 (PTTV1b-VA), SEQ ID NO:15
(PTTV2b-VAa), SEQ ID NO:16 (PTTV2c-VA), una secuencia de
aminoacidos de proteina ORF2 establecida en SEQ ID NO:17 (PTTVla-
VA), SEQ ID NO:18 (PTTV1b-VA), SEQ ID NO:19 (PTTV2b~VA), SEQ ID
NO:20 (PTTV2c-VA), una secuencia de aminoacidos de proteina
ORF1l/1 establecida en SEQ ID NO:21 (PTTV1a-VA), SEQ ID NO:22
(PTTVlb—VA), SEQ ID NO:23 (PTTV2b-VA), SEQ ID NO:24 (PTTV2c-VA),
una secuencia de aminodcidos de proteina ORF2/2 establecida en

SEQ ID NO:25 (PTTVl1a-VA), SEQ ID NO:26 (PTTV1b-VA), SEQ ID NO:27
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(PTTV2b-VA), SEQ ID NO:28 (PTTV2c-VA) . Las regiones de
codificacién inmunogénicas o antigénicas o fragmentos pueden
determinarse por técnicas conocidas en el campo y luego usarse
para hacer anticuerpo monoclonales o policlonales para seleccidn
inmunoreactiva u otros propésitos de diagnéstico. La invencién
abarca ademds la proteina inmunogénica, purificada, codificada
por los polinucledétidos aislados. De forma deseable, la proteina
puede ser una proteina ORF1l aislada o recombinante o una proteina
ORFZ de al menos uno de los subtipos TTV porcino aislados de
arriba, mas deseablemente la proteina ORF1.

La ORF1 de TTV porcino se considera que codifica una
proteina asociada con la replicacién y estructural (Maggi, F., y
Bendinelli, M. (2009). Immunobiology of the Torque teno viruses
and other anelloviruses. Curr Top Microbiol Immunol 331, 65-90).
Los productos que codifican ORFl de siete cepas PTTV tienen 624-

635 aa en longitud y poseen un alto numero de residuos de

;arginina en la terminal N que se piensa que tienen la actividad
de enlace al ADN (Fig. 4). En la Fig. 4, se sombrean las

. secuencias conservadas. Las lineas punteadas indican

eliminaciones de amino&cidos. Las porciones RCR se encuadran con
lineas sélidas. Tres HVRs (PTTV1-HVRs 1, 2 y 3) de las cepas
PTTV1 y dos HVRs (PTTV2-HVRs 1 y 2) de las cepas PTTV2 se
encuadran con lineas punteadas. Los limites de conexién de ORF1/1
se indican por flechas. Las porciones de replicacién de circulo
giratorio (RCR) predichas (Ilyina, T. V., y Koonin, E. V. (1992).
Conserved sequence motifs in the initiator proteins for rolling
circle DNA replication encoded by diverse replicons from

eubacteria, eucaryotes and archaebacteria. Nucleic Acids Res
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20(13), 3279-85) se ©presentan en diferentes posiciones en
diferentes tipos de PTTV y subtipos que pueden ser especificos de
tipo o subtipo. La porcién RCR ITI {(YxxXK) se conserva en el PTTV

tipo la (posicidén aa 14-17 de PTTVla-VA SEQ ID NO:13) y cepas

5 tipo 1b (posicién aa 379-382 de PTTV1b-VA SEQ 1ID NO:14),
respectivamente, mientras que la misma porcién conservada
identificada en las tres cepas PTTV2 es localizada en 1la posicién
aa 482-485 de PTTV2b-VA SEQ ID NO:15 (Fig. 4). Tanto PTTV2b-VA
SEQ ID NO:15 como PTTV2c-VA SEQ ID NO:16 también tienen una

10 porcién RCR II (HxQ) conservada en la posicién aa 331-333 de
PTTVZ2b-VA que estd ausente en TTV-2p (Fig. 4).

Las proteinas ORF1 de cepas PTTV entre especies 1 y especies

2 comparten una identidad de secuencia aa muy baja con sélo 22.4

i hasta 25.8%, lo que hace dificil identificar secuencias aa

%%ﬁ conservadas de forma importante entre las dos especies (Fig. 4).

En PTTV especie 1, la identidad aa de ORFl entre las cepas tipo

la 'y 1b son 50.3-52.7%. Se identificaron tres regiones

hipervariables principales (HVR), PTTV1-HVRs 1 hasta 3, con un

numero relativamente alto de sustituciones aa, entre las cuatro

;?O cepas PTTV1, mientras que se observaron dos HVRs (PTTV2-HVRs 1 y
2) entre las tres cepas PTTV2 (Fig. 4). Las tres cepas PTTV2
tienen wuna eliminacién de aproximadamente 20-aa en la regién
PTTV1-HVR1 correspondiente. Por otro lado, los dos HVRs de PTTV2
iestan dentro de la regidédn PTTV1-HVR3 correspondiente (Fig. 4).

2§Estos HVRs se localizan sélo en el ORFl1 pero no en el ORF1l/1
%truncado. Posiblemente juegan un papel en evadir la sobrevivencia

inmunitaria del hospedero y auxilian a PTTV a establecer una
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infeccidén persistente, como se sugiere por los estudios de TTV

humano.

Las secuencias aa de ORF2 difieren considerablemente entre

+ las cuatro cepas PTTV1 (PTTVla-VA SEQ ID NO:17; PTTV1b-VA SEQ ID

 NO:18) y tres cepas PTTVZ (PTTV2b-VA SEQ ID NO:19; PTTV2c-VA SEQ

~atenuacién in vivo (Peters, M. A

ID NO:20) (Fig. 5). Sin embargo, comparten una porcidn tipo
proteina tirosina fosfatasa (PTPasa) conservada (Wx7Hx3CxCxsH) en
la terminal N (Fig. 4). Esta porcién también se conserva entre
todas las cepas TTV, TTMV y TTMDV humanas asi como CAV. La TTMV o
proteina CAV ORF2 también exhiben una actividad de
serina/treonina fosfatasa (S/T PPasa) (Peters, M. A., Jackson, D.
C., Crabb, B. S., y Browning, G. F. (2002). Chicken anemia virus
VP2 is a novel dual specificity protein phosphatase. J Biol Chem
277(42), 39566-73). La especificidad doble de la proteina ORF2 se
piensa que regula la transcripcién del gen hospedero,
transduccidén de sefial y respuesta citocinica durante la
replicacién virica. Recientemente, los analisis de mutagénesis de
dos residuos aa bésicos conservados antes del ultimo residuo de
histidina de la porcién en CAV revelan que los dos residuos
afectan la replicacién del virus, citopatologia in vitro vy

., Crabb, B. S., Washington, E.

. A., y Browning, G. F. (2006). Site-directed mutagenesis of the

VP2 gene of Chicken anemia virus affects virus replication,

:cytopathology and host-cell MHC class I expression. J Gen Virol

87(Pt 4), 823-31; Peters, M. A., Crabb, B. S., Tivendale, K. A.,

y Browning, G. F. (2007). Attenuation of chicken anemia virus by
site~-directed mutagenesis of VP2. J Gen Virol 88 (Pt 8), 2168-75).

Los dos residuos aa béasicos (“KK”) se conservan en las tres(fsﬁfs
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PTTVZ. Sin embargo, sélo el primer residuo béasico (“R”) se
mantiene en las dos cepas PTTVla mientras que ambos residuos
estan sustituidos en las cepas PTTVlb (Fig. 5). En la Fig. 5, las
punteadas indica eliminaciones de aminoacidos. Los cinco
5 aminodcidos conservados dentro de la porcidén comun Wx7Hx3CxCxsH
(subrayados) identificados en TTV, TTMV y CAV se sombrean. Las
posiciones de los dos residuos aa bésicos antes de la ultima
histidina de 1la porcién, que se han mostrado que afectan la
replicacidon de virus, citopatologia o atenilacién in vivo en CAV,
10 se indican por “*~.

En resumen, la presente invencién ha determinado 1las
secuencias gendémicas de longitud completa de cuatro cepas de TTV
porcino que representan diferentes genotipos o subtipos en una
muestra de suero de un cerdo macho sencillo en Virginia. E1l1

?S‘Zhallazgo de este estudio indica claramente que, igual que TTV
humano, las infecciones PTTV miltiples con distintos genotipos o
Subtipos existen y probablemente son comunes en cerdos. También
se ha proporcionado informacién nueva con respecto a la

. organizacidén  gendmica, el grado de variabilidad y 1las

?O caracteristicas de las porciones de nucleétido vy aminoacido
conservadas de PTTV, que mejorardn el ensayo de deteccién PCR
actual, ayudan en desarrollar reactivos para diagnéstico

~seroldgico y auxilian a iniciar el estudio estructural y
ffuncional de PTTV. También se proporciona una nueva clasificacién
%de PTTV en este estudio con base en los andlisis filogenéticos ;

genéticos de las secuencias gendémicas de siete cepas PTTV

conocidas.
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La presente invencién también proporciona métodos para el
5diagnéstico de infeccién por TTV porcino al detectar ADN virico
.'én muestras de cerdos infectados con TTV porcino u otros
f'mamiferos. Una modalidad preferida de la presente invencién
%ﬁ }involucra métodos para detectar secuencias de &cido nucleico de
TTV porcino en una especie porcina u otro mamifero usando los
cebadores de oligonucledétido para reaccidén en cadena de
polimerasa (PCR) para auxiliar ademds en el diagnéstico de la
infeccidén virica o enfermedad. Las pruebas de diagnéstico, que
10 son utiles para detectar la presencia o ausencia de la secuencia
de acido nucleico virico de TTV porcino en especies porcinas u
- otros mamiferos, comprende aislar ADN virico de muestras de
5cerdos infectados con TTV porcino o cerdos que se sospecha que

tienen infeccién de TTV, y realizar PCR cuantitativa en tiempo

real de SYBR verde usando cebadores especificos de PTTV1 (SEQ ID
NO:29/ SEQ ID NO:30) o especificos de PTTV2 (SEQ ID NO:31/ SEQ ID
NO:32).

En otra modalidad de la presente invencién, el método de
diagnéstico puede adaptarse para detectar simultdneamente PTTV1 vy
L%O_ PTTV2 usando PCR en tiempo real doble PTTV1/PTTV2. Mas
3 especificamente, el método comprende aislar el ADN virico de
muestras de cerdos infectados con TTV porcino o cerdos que se
sospecha que estan infectados de TTV, realizar PCR en tiempo real
uéando tanto cebadores especificos de PTTV1 (SEQ ID NO:29/ SEQ ID
NO:30) como especificos de PVVT2 (SEQ ID NO:31/ SEQ ID NO:32) en
la misma reaccién PCR en tiempo real. Ya que el valor T, entre
PTTV1 y PTTV2 puede distinguirse MCA, la presencia de ADN PTTV1 y

000048
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En una modalidad adicional de 1la presente invencién, el

método de diagndéstico puede emplear PCR de anidado doble. EL
:método comprende aislar ADN virico de muestras de cerdos
;infectados con TTV porcina o cerdos que se sospecha que tienen

infeccidén de TTV, realizar una primera ronda de PCR usando un par

de cebadores Plab-mF (SEQ 1ID NO:33)/Plab-mR (SEQ ID NO:34), vy
realizar una segunda ronda de PCR usando una mezcla de dos pares
de cebadores, Pla-nF (SEQ ID NO:35)/Pla-nR (SEQ ID NO:36) para
deteccidén de PTTVla, vy Plb-nF (SEQ ID NO:37)/Plb-nR (SEQ 1ID
NO:38) para deteccién de PTTV1b, y visualizar los productos PCR.

Los métodos de diagnéstico anteriores pueden optimizarse por
alguien experto en la técnica de acuerdo a métodos bien conocidos
en la técnica.

En consecuencia, wuna modalidad de 1la presente invencién
desarrolla dos ensayos PCR en tiempo real de SYBR verde de
plexado sencillo novedosos para cuantificar las cargas viricas de
dos especies TTV porcino, respectivamente. Se disefiaron cebadores
especificos de PTTV1 'y PTTV2 para dirigir las regiones
extremadamente conservadas a través de seis PTTV1 y cuatro PTTV2
genomas de longitud completa disponibles a la fecha,
respectivamente. Otra modalidad de la presente invencidén combina
los dos ensayos de plexado sencillo en un ensayo PCR en tiempo
real doble seguido por MCA de los amplicones viricos que pueden
identificarse por sus distintas temperaturas de fusidén para
eliminacién simultdnea de las dos especies de TTV porcino, PTTVla
y PTTV1b. En una tercera modalidad, se desarrolldé un ensayo PCR
anidado doble para amplificacidén simultédnea de los ADN viricos de

dos tipos de PTTV1I en PCR de primera ronda vy deteccidn
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diferencial de tipos la y 1lb en la PCR de segunda ronda para la
identificacién de dos tipos de especies TTV porcino, PTTVla vy
PTTV1b, en wuna muestra sencilla. Estos ensayocs representan

herramientas sencillas vy préacticas para diagndéstico de TTVs

. porcinos especificos de tipo y especie.

Se identificaron las secuencias cebadoras potenciales por

alineaciones de secuencia multiple de 10 genomas de longitud

completa TTV porcina disponibles. Se disefiaron cebadores TTVIF

(SEQ ID NO:29) y TTVIR (SEQ ID NO:30) especificos de PTTV1 con
base en dos regiones gendmicas conservadas inmediatamente antes
de la PRF2 supuesta a través de ios sels genomas PTTV1, mientras
que los cebadores TTV2F4 (SEQ ID NO:31) y TTV2R4 (SEQ ID NO:32)
especificos de PTTV2 se disefiaron con base en dos regiones
gendémicas conservadas inmediatamente después de la ORF2/2
supuesta a través de cuatro genomas PTTVZ (Tabla 4). Los
cebadores no muestran potenciales para auto-dimerizacién vy
dimerizacidén cruzada. Los tamafios de amplicdn esperados fueron un
fragmento de 118-bp de los cebadores PTTV1 que corresponde al
genoma PTTV1b-VA y un fragmento de 200-bp de los cebadores PTTVZ

que corresponde al genoma PTTV2c-VA, respectivamente.

Tabla 4. Cebadores de oligonucledtido usados para eliminaciones

por PCR en tiempo real y PCR anidada doble de TTV porcinos.

Cebador 1D

Secuencia (5 hasta 3”) Propésito
TTVIF

TCCGAATGGCTGAGTTTATGC PCR en tiempo real especifica de PTTV1
SEQ ID NO:29
TTVIR

TCCGCTCAGCTGCTCCT PCR en tiempo real especifica de PTTV1
SEQ ID NO:30
TTV2F4

GGTGGTAAAGAGGATGAA PCR en tiempo real especifica de PTTV2
SEQ ID NO:31
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TTV2R4
AATAGATTGGACACAGGAG PCR en tiempo real especifica de PTTV2

SEQ ID NO:32
Plab-mF

PCR anidada doble
SEQIDNO:33 TATCGGGCAGGAGCAGCT
Plab-mR

PCR anidada doble
SEQIDNO:34 TAGGGGCGCGCTCTACGT
Pla-nF :

PCR anidada doble
SEQID NO:35 CCTACATGAAGGAGAAAGACT
Pla-nR

PCR anidada doble
SEQID NO:36 CCAGCGTCTCCAGGGTC
Pib-nF

PCR anidada doble
SEQID NO:37 AAGCTACCAAGGGCTGG
P1b-nR

PCR anidada doble
SEQID NO:38 GCGGTC(T/G)YGTAGCGGTAGT

De acuerdo con una modalidad especifica de la presente
invencién, puede usarse PCR en tiempo real sencilla de SYBR verde
usando cebadores especificos de PTTV1 y PTTV2 para detectar ADN
de TIV1 y TTV2 porcino, respectivamente. Para PTTV1, se
establecid una curva estandar sobre un intervalo de
concentraciones de ADN objetivo por 25 ul. El1 intervalo lineal se
mostré que abarca 4.4X10' hasta 4.4%X10%® copias. El limite de
deteccidén minimo (44 copias) corresponde a un ciclo de umbral
(Ct) de 37.57. Para PTTV2, también se generd una curva estandar vy
se usa para detectar la concentraciédn de ADN en un intervalo
desde 8.6X10° hasta 8.6X%10°8 copias ppr 25 upl de reaccidédn. EL1 C¢
correspondiente de limite de deteccién minimo (8.6 copias) fue
36.53.

De acuerdo con otra modalidad especifica de 1la presente
invencién, se utiliza PCR en tiempo real doble de SYBR verde para
la deteccidén simultdnea de ADN de TTV1 y TTV2 de porcino. La
diferencia de 7 grados del valor T, entre PTTV1 (87.0°C) y PTTV2

(80.0°C) hace posible distinguirlos de otro por el MCA. Por lo
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tanto, pueden acoplarse dos ensayos de plexado sencillo en un
ensayo PCR en tiempo real doble para la deteccién simultdnea de
PTTV1 y PTTVZ. Una muestra positiva fue una que tiene un pico de
fusidén simétrica con el T, conocido para tal producto. Este nuevo
ensayo primero se validdé al usar una dilucién de 10 veces de
mezcla de estandares PTTV1 y PTTV2. El control negativo no de
plantilla que usa agua estéril como la plantilla muestra una
amplificacidén no especifica causada por la dimerizacién cruzada
entre los cebadores PTTV1 y PTTV2 no apreciada en los ensayos de
plexado sencillo (Fig. 7a). Esto produce un pico de fundido
distinto entre 72.0°C y 76.0°C. La Figura 7A muestra picos de
fundido de estdndar PTTV1 (rojo; Tw=87.0°C), estandar PTTV2
(verde; Tp,=80.0°C) y control negativo no de plantilla (causado
por la dimerizacién cruzada del cebador; negro). Las Figuras 7B-
7TE muestran los ©picos de fundido de muestras de suero
representativos con cargas viricas distintas de PTTV1 y PTTV2. La
Figura 7B exhibe la muestra de suero de cerdo macho no. 5: cargas

viricas relativamente altas tanto de PTTV1 como PTTV2, pero

PTTV2>PTTV1; la Figura 7C exhibe una muestra de suero de cerdo

macho no. 12: cargas viricas relativamente altas de tanto PTTV1
como PTTV2, pero PTTVI>PTTV2; la Figura 7D exhibe la muestra de
suero de cerdo macho no. 14: cargas viricas bajas de tanto PTTV1

como PTTV2; la Figura 7E exhibe la muestra de suero de cerdo

- macho no. 10: PTTV1 positivo, pero PTTV2 negativo. Las cargas

viricas (unidad: copias gendémicas/ml) de PTTV1 y PTTV2 en cada
muestra se determinaron por PCR en tiempo real de plexado
sencillo se indicaron en la parte superior del pico de fundido
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En un ejemplo, cuando se aplicé el ensayo en tiempo real
deble a las 20 muestras de suero de cerdos macho adultos, las
muestras con cargas viricas relativamente altas de tanto PTTV1
como PTTVZ exhiben dos curvas de fundido distintas que
corresponden a PTTV1 y PTTV2 sin un pico de fundido no especifico
(Fig. 7B y7C), mientras que las muestras con carga virica baja de
ya sea PTTV1 o PTTV2Z muestran curvas de fundido no especificas
asi como especificas de virus (Fig. 7D y 7E). Aunque los dos
picos de fundido en la muestra #14 son muy pequefos, se
consideraron positivos ya que exhiben una elevacién simétrica vy
visualmente distinta y caen en el T, apropiado de PTTV1 y PTTV2
(Fig. 7D). En contraste, la muestra #10 se considerdé sélo PTTV1
positiva debido a que un pico PTTV2 simétrico no se presentd
evidentemente (Fig. 7E). Estos resultados fueron consistentes con
los de los dos ensayos de plexado sencillo (Tabla 5). Por otro
lado, el tamafio y la forma de los picos de fundido reflejan
cualitativamente la carga virica correspondiente en la muestra
detectada.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, la PCR
anidada doble se usa para deteccién diferencial de dos tipos de
TTV porcino, PTTVlia y PTTVlb.

Los inventores de la presente invencidén han demostrado la
existencia de dos genotipos distintos, llamados tentativamente
PTTVl1a y PTTV1lb, en especies TTV porcino 1. Para determinar
ademas si la co-infeccién de PTTVla y PTTVlb es comin en cerdos,
se desarrolld un ensayo PCR de anidado doble novedosc para
distinguir rapidamente entre los dos. La alineaéién de las

secuencias de ADN gendmico TTV porcino identifican unaoﬁﬂci?{?a,
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gendmica conservada localizada en la parte de terminal N de la
ORF1l supuesta que codifica la proteina de capsida virica (Fig.
8). Esta regién también contiene la ORF2 completa y la UTR
parcial cadena arriba. Los cebadores Plab-mF (SEQ ID NO:33)/Plab-
mR (SEQ ID NO:34) se diseflaron para amplificar simultineamente
los ADNs tanto PTTVla como PTTVlb en la PCR de primera ronda. Una
mezcla de cebadores especificos de PTTVlia Pla-nF (SEQ 1ID
NO:35) /Pla-nR (SEQ ID NO:36) y cebadores especificos de PTTVlb
Plb-nF (SEQ ID NO:37)/Plb-nR (SEQ ID NO:38) se usdé para
amplificar diferencialmente cada genotipo en la PCR de segunda
ronda. Los productos de PCR finales de PTTVla y PTTV1lb fueron de
152 bp y 96 bp en tamafio, respectivamente, que pudieran
distinguirse fécilmente por electroforesis en gel en un gel de
agarosa al 1% con bromuro de etidio. Este ensayo no se espera que
detecte el ADN de PTTV2 debido a la especificidad de los
cebadores (Fig. 8). En la Fig. 8, se indicaron las secuencias
conservadas por puntos y sombras. Las punteadas indican
eliminaciones de nucledétido. Las ubicaciones y direcciones de
tres pares de cebadores usados para PCR anidada doble se marcaron
por flechas.

En un ejemplo, las 20 muestras de suero de cerdos macho
adultos que se sometieron al ensayo de PCR anidado doble se
encontraron todas gque son positivas tanto para PTTVlia como
PTTV1b, como se determina al visualizar dos bandas de los tamarios
esperados y la conformacidén de procesado por secuencia posterior
de productos PCR (datos no mostrados). No se amplificaron

productos PCR en las 19 muestras de semen, lo que fue consistente
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con los resultados de ensayos PCR anidada convencional PTTV1 vy
PCR en tiempo real descritos antes.

La infeccidén de cerdos con las dos especies de TTV porcino
se ha encontrado de vuelta en 1985 en granjas de cerdos de Espafia
de acuerdo con una investigacidén en retrospectiva (Segales et
al., 2009, supra). Sin embargo, permanece evasivo si los TTV
porcinos estan asociados con cualquiera de las enfermedades de
cerdos particulares. Ya que ambas de las especies de TTV porcino
tienen una alta prevalencia en cerdos domésticos, la
determinacién de cargas viricas TTV presumiblemente es méas
importante que evaluar la presencia de ADN TTV. El nivel de
cargas viricas en muestras de suero y semen se ha indicado como
un marcador importante para PCVAD en infeccidén PCV2 (Opriessnig
et al., 2007, supra). Por lo tanto, el establecimiento de ensayos
PCR cuantitativeos en tiempo real especificos de PTTV ayudaria a
identificar las condiciones de enfermedad potencial asociados con
TTV porcinos.

Se han descrito recientemente dos ensayos de PCR en tiempo
real basados en sonda TagMan. El ensayo de plexado sencillo
desarrollado por wun grupo canadiense no fue especifico de
especies y sb6lo se disefié para cuantificar las cargas viricas
totales de las dos especies PTTV (Brassard et al., 2009, supra).
El ensayo doble establecido por un grupo aleman permite la
deteccidén especifica y simulténea de ambas especies (Gallei et
al., 2009, supra). Las secuencias objetivo de cebadores usados en
aquellos dos ensayos se determinaron al alinear 1las tres
secuencias gendmicas de TTV porcino (Sd-TTV31l, TTV-lp y TTV-2p) vy

se localizaron en el UTR. En el estudio actual, con 7 secuencias
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gendémicas PTTV completas adicionales disponibles (4 secuencias

PTTV1 y 3 PTTV2), se ha analizado y re-determinado las regiones

conservadas a través de los 10 genomas PTTV de longitud completa.
Con base en 1la alineacién actualizada que resulta de este
estudio, se desarrollaron dos ensayos PCR en tiempo real basados
en SYBR verde de plexado sencillo especifico de especies para
cuantificar las cargas viricas de PTTV1 y PTTV2, respectivamente.
Los cebadores usados en los ensayos del solicitante se diseriaron
para unirse a regiones gendémicas conservadas distintas de los
estudios previos, que puede incrementar la exactitud de la
cuantificacién. Nuestros ensayos muestra una especificidad vy
sensibilidad de especies considerable de deteccién con 44 copias
gendémicas para PTTV1 y 8.8 copias gendémicas para PTTV2 por 25 ul

de reaccidén, mientras que el limite de deteccidén de 10 copilas

'~ gendmicas por reaccidén se reportd en el PCR en tiempo real doble

basado en la sonda TagMan (Gallei et al., 2009, supra). Ademas,
el ensayo de PCR en tiempo real basado en SYBR verde es un
enfoque flexible y barato gque puede llevarse a cabo directamente
sin la necesidad de usar sondas fluorescentemente etiquetadas.
Finalmente, al considerar que los TTVs porcinos exhiben un alto
grado de diversidad genética, los resultados de ensayos basados
-en SYBR verde es poco probable que se afecten por los diferentes
;respaldos genéticos de variantes TTV porcinas que posiblemente
iContiene mutaciones en las secuencias enlazadas a la sonda en los
.ensayos basados en sonda TagMan.

| A pesar de la presencia de ADN TTV, todas las muestras de

suero de cerdos saludables probadas en este estudio tienen

cantidades bajas de PTTV1 y PTTV2 que fueron menores que 2X10°
| 0000356
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copias/ml. Por otro lado, sélo una ﬁitulacién extremadamente baja
de ADN PTTVZ2 se detecto en tres muestras de semen. La mayoria de
las muestras de suero probadas también fueron positivas para ADN

PCVZ2 como se determina por PCR anidado convencional (datos no

- mostrados). Muchos cerdos positivos en PCV2 con carga virica baja

no desarrollan PCVAD clinico. Un umbral propuesto  para
desarrollar PCVAD es 10’ o mayor de copias gendmicas PCV2/ml de
suero (Opriessnig et al., 2007, supra). Ademas, el ADN de PCV2 en
semen positivamente también es un marcado del estado de
enfermedad (Opriessnig et al., 2007, supra; Pal, N., Huang, Y.W.,
Madson, D.M., Kuster, C., Meng, X.J., Halbur, P.G. y Opriessnig,
T., 2008. Development and validation of a duplex real-time PCR
assay for the simultaneous detection and quantification of
porcine circovirus type 2 and an internal control on porcine
semen samples. J Virol Methods 149, 217-25). La situacidén de PTTV
especifico de especies puede ser andloga a la de PVC2 y una
titulacién PTTV mayor que 10’ copias/ml puede requerirse para la
induccién de enfermedades porcinas. Los ensayos PCR en tiempo
real especificos de -especies desarrollados en este estudio
ofreceran herramientas sencillas y prdcticas para investigaciones
futuras de asociacién PTTV con enfermedades gue usan un dJran
numero de muestras clinicas de varias condiciones de enfermedad.
Adicionalmente, al acoplar 1los dos ensayos de plexado
sencillo especificos de especie, se ha desarrollado y validado
uné seleccidén rapida, barata y confiable para la deteccidén y
diferenciacién simultdnea de las dos especies de TTV porcino(
PTTV1 y PTTV2, en un ensayo PCR en tiempo real doble basado en

MCA. Aungque este ensayo no se presenta para cuantificacién exact%
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- para ambas especies, es un enfoque mas conveniente que pudiera

;reemplazar la PCR anidada convencional para propdésitos de

- deteccidén. En comparacién con PCR de tiempo real, el ensayo de

PCR anidada convencional para deteccién de TTVs porcinos consume

éiempo (requiere un total de 4 rondas de PCR), laborioso vy
propenso a contaminacién de muestra que ocurre durante las rondas
maltiples de procesamiento por PCR. Debido a la diferencia de
valor T, entre las especies PTTV1 y PTTV2, una amplificacién PCR
doble seguida por MCA es capaz de asegurar una especificidad de
reaccién distinta. Otra ventaja de este ensayo en tiempo real
doble es que la inclusién de estandares PTTV1I y PTTV2 es
dispensable cuando se realiza el protocolo descrito, lo que hace
mas facil para uso mucho mds amplio en cualquier laboratorio de
diagnéstico equipado con un instrumento de PCT en tiempo real-
automatizado.

La infeccidén mualtiple de TTVs porcinos con distintos
genotipos o subtipos de la misma especies se ha demostrado
1-(Gallei et al., 2009, supra). En particular, los estudios previos
del solicitante muestra que la especies TTV 1 consiste de dos
’tipos distintos, PTTVla (incluyendo cepas Sd-TTV31 y PTTVla-VA) 'y
-PTTV1lb (incluyendo cepas TTV-1lp y PTTV1b-VA). Los dos aislados
'PTTV1 recientemente publicados con genomas de longitud completo,
1stTHY—TT27 (GQ120664) de Canadéd y TTV1 #471819 (GU188045) de
ﬁAlemania, ambos fuercon clasificados en tipo 1b con base en el
}énélisié filogenético (datos no mostrados). La PCR anidada doble
‘descrita en este estudio confirma que la infeccidén doble de dos
genotipos PTTV1 ocurre frecuentemente en cerdos. Este ensayo

‘novedoso es el primer enfoque PCR de diagnéstico desarrollado
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. para distinguir entre PTTVla y 1b etc. Ya que actualmente no se
conoce si una o ambas de la infeccién por PTTVlia y PTTV1b

- representan un factor relevante asociado con la enfermedad, en

ensayo PCR dife;encial del solicitante debiera ser de gran valor
para asociaciones de enfermedad potencial futuras de estos dos
tipos PTTV.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidén, las proteinas
ORF de TTV porcino se expresaron Yy usaron en ensayos de
inmunodeteccién para detectar la presencia de anticuerpo
especificos de TTV porcino. En una modalidad de 1la presente
invencidn, tres proteinas ORF1 etiquetadas con Histidina vy
truncadas de PTTVla, PTTV1b y PTTV2, se expresaron y purificaron
en Escherichia coli (E. coli), respectivamente. Adicionalmente,
ambos ensayos de suero Western blot y ELISA que se basan en estos
antigenos recombinantes se desarrollaron vy validaron usando
muestras de suero porcino de fuentes diferentes. En particular,
la prueba seroldgica usando el ELISA especifico PTTVla, PTTVlb y
PTTVZ proporciona una herramienta exacta y sencilla para revelar
la asociacidén de infeccidédn TTV porcina con enfermedades.

De acuerdo con un aspecto adicional de 1la invencién, las
proteinas ORF TTV porcino se expresaron y unificaron como
proteina capsida ORF1l recombinante en sistema de expresidén de
E.coli (Fig. 10, Fig. 15). Se expresaron y purificaron tres

proteinas de céapsida ORF1l etiquetada con His y truncadas de

. PTTVla, PTTV1b y PTTV2, en Escherichia coli (E. coli),

respectivamente, y sirven como vacunas de subunidad <cépsida

recombinante contra infeccién por PTTV.
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Cuatro cepas TTV2 de porcino, TTV;Zp, TTV24#472142, PTTV2b-VA
ngTTV2c-VA, tienen secuencias gendmicas completas disponibles a
la fecha. Aunque se clasifican filogenéticamente en tres subtipos
supuestos, un andlisis comparativo de perfiles de hidrofilicidad
dé»los aminodcidos que codifican ORF1l de cuatro PTTV2 muestran
que comparten tres regiones hidrofilicas, wuna regién rica en
arginina desde aa 1-49 en la terminal N vy dos dominios
particulares (I y II) localizado a 1la mitad y la parte de
terminal C, respectivamente (Fig. 9A). La regién de terminal C
usada para la expresién de ORF1 de PTTV2c-VA truncada y las
regiones correspondientes compartidas en otras tres cepas PTTV2se
indicaron por recuadro punteado. Las alineaciones de secuencias
de amincdcidos demuestran altos niveles de conservacidén de
secuencias de dominios I (aa 322-349) y II (aa 536-625) a través
de las cuatro cepas PTTV2 (Fig. 9B).

Ya que los dominios hidrofilicos se consideran gue son

}importantes para la antigenicidad de muchas proteinas, la regidn

de terminal C (aa 310-625) de la ORFl de PTTV2c-VA SEQ ID NO:16
que contiene los dos dominios se eligié para expresidén de
proteina, que debiera usarse como antigeno para la deteccidn de
anticuerpo especifico de PTTV2 en suero porcino. De acuerdo con
un aspecto de la invencidén, la expresidédn de ORF1 de PTTV2c fue
suficiente para la deteccidén de todos los subtipos d PTTV2 (2a,
2b y 2c; también ver Fig. 3A).

De acuerdo con una modalidad de la presente invencidn, la
parte de terminal C del gen ORF1l de PTTV2c fusionado con 8 X
etiquetas His se construyé y expresd en E.coli. La proteina

recombinante fue insoluble y se expresa dentro de los cuerpos de
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inclusidén bacterianos. La Figura 10A muestra SDS-PAGE de
productos 2c-ORF1l no purificados. La Figura 10B muestra SDS-PAGE
de productos 2c-ORF1 purificados. La Figura 10C muestra andlisis
Western blot de productos 2c¢c-ORF1 purificados usando un mAb
etiquetado con anti-His. Las puntas de flecha blancas indican la
proteina ORF1 con el tamafio esperado y su producto truncado
mientras que las puntas de flecha negras muestras los dimeros
supuestos de las proteinas esperadas y truncadas. M: marcadores
de proteina. En la Fig. 10A, se producen dos polipéptidos
importantes (puntas de flechas blancas) en la muestra no
purificada de 2c-ORFl en comparacién con la muestra de control.
La banda de ~40 KDa fue consistente con el tamafio esperado de 2c-
ORF1 mientras que el polipéptido de ~30 KDa probablemente fue un
producto truncado de terminal N del anterior. Después de la
purificacidén con una columna de afinidad en niquel, se mostraron
cuatro polipéptidos incluyendo las dos Dbandas importantes
descritas en SDS-PAGE (Fig. 10B). También se detectaron por
western blot usando un mAb etiquetado con anti-His (Fig. 10C).
Dos bandas de alta masa molecular (puntas de flecha negras)
fueron los homodimeros formados por los dos polipéptidos de ~40
KDa y ~30 KDa, respectivamente, con base en los tamafios predichos
(~80 KDa y ~60 KDa). Los resultados demuestran que el PTTVZ2c-ORF1
de terminal C purificado se produjo exitosamente y debiera usarse
para deteccidn de anticuerpo TTVZ2 de porcino en suero de porcino.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn, 1los
anticuerpos TTV2 porcinos en varias muestras de suero de porcino
pueden detectarse por Western blot usando PTTV2c-ORF1l de terminal

C purificado. Las puntas de flechas blancas indican la proteina
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ORF1 con el tamafio esperado y su producto truncado. Debe
seflalarse que sélo las bandas en color verde se reconocieron como
positivas. Se recolectaron un total de mas de 200 muestras de
suero de cerdos convencioﬁales (saludables o enfermos), cerdos
CD/CD y cerdos gnotobidticos de diferentes fuentes. Las muestras
se seleccionaron aleatoriamente para deteccién de anticuerpos IgG
anti-PTTV2c-ORF1l usando el PTTV2c-ORF1 de terminal C purificado
como antigeno. La Figura 11A muestra los resultado de anélisis
Western blot de muestras de suero porcinas seleccionadas de
cerdos convencionales, la Figura 11B muestra cerdos CD/CD, y la
Figura 11C muestra cerdos gnotobidéticos. Se wusaron productos
PTTV2c-ORF1 purificados como los antigenos. Las dos bandas ~40
KDa y ~30 KDa marcadas se detectaron en la mayoria de las
muestras de los cerdos convencionales (Fig. 11A) y cerdos CD/CD
(Fig. 11B), indicando ampliamente infeccién PTTV2Z en estos
cerdos. Sin embargo, todos 1los cerdos gnotobidticos de dos
fuentes diferentes (Blacksburg, VA vy BAmes, IA) no tienen
anticuerpo PTTV2 detectable (Fig. 11C). También se observaron
bandas de masa molecular baja adicionales (Fig. 11A y 11B).
Fueron probables de reactividad no especifica en el Western blot.

De acuerdo con aun otro aspecto de la presente invenciédn,
ELISA especifico de PTTV2 puede usarse como una prueba seroldgica
TTVZ2 porcino. Los resultados seronegativos también se mostraron
en unas pocas muestras de cerdos convencionales de una granja de
Wisconsin (Fig. 12). Estas muestras negativas se agruparon Yy
usaron como una referencia negativa en el desarrollo de un ELISA
especifico de PTTV2. Las muestras restantes de esta fuente fueron

positivas (Fig. 12, los cuatro carriles a la izquierda). Ademés,
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el suero porcino de una compafiia comercial usado en cultivo
celular (supuesto para estar libre de enfermedades OIE) también
muestra positividad anti-PTTV2-ORF2 fuerte (Fig. 12), que se usd
como un control positivo para ELISA. Las concentraciones de
antigeno 2c-ORF1 purificado, el suero porcino y conjugado IgG se
determinaron por titulacién con tabla de revisién para presentar
sefial de fondo baja y dar la diferencia méds alta del valor ODygs
entre los controles positivos vy negativos. La cantidad de
antigeno dptima fue 69 ng por pozo, y los resultados ELISA
6ptimos se obtuvieron por uso de una dilucién 1:100 de muestras
de suero y una dilucién 1:4000 de conjugados IgG. Los valores de
corte ELISA en el intervalo desde 0.25 hasta 0.5 en cada prueba.
La Figura 4 muestra un resultado representativo que refleja la
consistencia de western blot de suero y el ELISA desarrollado.

Se eligieron 138 muestras de sueros de cerdo convencional de
3 manadas para analizar la correlacién entre carga virica PTTV2
por PCR en tiempo real y nivel de anticuerpo IgG anti-PTTV2 por
ELISA. Los resultados muestran que cerdos con carga virica PTTV2
superior o no detectable (108 copias/ml) fueron més probables
para tener una titulacidén de anticuerpo PTTV2 de suero inferior
que cerdos con valores medios de carga virica PTTV2 (Fig. 13).

En particular, los sueros de 10 cerdos en la misma manada
también se analizaron al comparar las cargas viricas PTTV2 vy
niveles de anticuerpo anti-PTTV2 de sus sueros a su llegada en la
nueva instalacién a dos meses después de la llegada. Nueve de los
10 cerdos tienen cargas viricas disminuidas (tres tienen virus no
detectable) después de 2 meses aunque las titulaciones de

anticuerpo anti-PTTV2 incrementan en nueve de 10 cerdos (Fig. 14A
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Iy 14B). Los resultados sugieren que los 10 cerdos adquieren

infeccién PTTV2 en etapa temprana, lo que induce respuesta
?3 ~ humoral y produce anticuerpo IgG de cédpsida anti-ORF1
» progresivamente. El anticuerpo 1IgG PTTV2-ORFl fue capaz de
5 neutralizar o aun eliminar el virus, indicando que el ORFl en
| efecto codifica wuna proteina cépsida virica y puede contener
epitopos neutralizantes contra PTTV2.
De acuerdo con una modalidad de la presente invencidn, las
proteinas PTTVla y PTTV1b-ORF1 de terminal C se expresaron Yy
’10 purificaron en un sistema de E. coli, respectivamente. SDS-PAGE vy
analisis western blot usando un mAb etiquetado anti His muestra
que tanto los productos la como 1b-ORF tienen dos polipéptidos,
uno con tamafio esperado (~40 KDa) vy otro como el homodimero
supuesto (~80 KDa) (Fig. 15A-C). La Figura 15A muestra SDS-PAGE
15 de productos 1la-ORF1l purificados y no purificados. La Figura 15B
muestra SDS-PAGE de productos purificados 1b-ORF1l y 1b-ORFlctruc.
La Figura 15C muestra andlisis Western blot de productos la y 1lb-
ORF1l purificados usando un mAb etiquetado anti-His. Las puntas de
flecha blancas indican la proteina ORFl con el tamafio esperado
20 mientras que las puntas de fléchas negras muestran el dimero
supuesto de las proteinas ORFl. Comparado con la expresidén 2c-
ORFl, no se observd polipéptido truncado. Como un control
comparativo, la expresién de wuna regidén 1b-ORF1 truncada de
ﬁerminal C (1b-ORFlctruc) resulta en un polipéptido de masa
1molecular inferior comparado con su 1b-ORFl1 de contraparte no
truncada de terminal C (Fig. 15B).
De acuerdo con una modalidad de la presente invencién, las

proteinas PTTVlia- y PTTV1b-ORF1 de terminal C purificadas se
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usaron para desarrollar Western blots y ELISA de suero especifico
de genotipo como se describe para PTTV2 de arriba. La Figura 16
muéstra ejemplos negativos (carriles 1-2) y positivos (carriles
3-5) de Western blot de suero usando 1a-ORFl1 como antigeno. La
,5a‘mi5ma cantidad de antigéno (69 ng), dilucidén de suero (1:100) vy
dilucién de conjugado IgG (1:4000) como PTTV2-ORF1 se usaron en

ELISA especifica de PTTVla y PTTVlb (datos no mostrados).
Adicionalmente, la presente invencién  proporciona un
reactivo de diagnédstico uGtil para detectar la infeccidén TTV
10 porcino que comprende un anticuerpo monoclonal o policlonal
purificado de un hospedero natural tal como, por ejemplo, al
inocular un cerdo con el TTV porcino o la composicidn
inmunogénica de la invencidén en una cantidad inmunogénica
efectiva para producir una infeccidén virica vy recuperar el
535 Ianticuerpo del suero del cerdo infectado. Alternativamente, los
anticuerpos pueden elevarse en animales experimentales contra los
polipéptidos naturales o sintéticos derivados o expresados de las
secuencias de aminoadcidos o fragmentos inmunogénicos codificados
por la secuencia de nucledtidos del TTV porcino aislado. Por
iZO ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden producirse de
-células de hibridoma que se obtienen de ratones tales como, por

kejemplo, Balb/c, inmunizados con un antigeno de polipéptido

JQerivado de la secuencia de nucledtidos del TTV porcino aislado.
‘La seleccién de las células de hibridoma se hace por crecimiento
en hipoxantina, timidina y aminopterina en un medio de cultivo
celular estandar tipo medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) o medio esencial minimo. Las células de hibridoma que

producen anticuerpos pueden clonarse de acuerdo Onﬁfﬂ’ss
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‘ procedimientos conocidos en la técnica. Luego, las colonias
discretas gque se forman pueden transferirse en pozos separados de
. placas de cultivo para cultivo en un medio de cultivo adecuado.
La identificacién de células que secretan anticuerpo se hace por

métodos de seleccidén convencionales con el antigeno o inmundgeno

apropiado. Cultivar las células de hibridoma in vitro o in vivo
al obtener fluido de ascitos en ratones después de inyectar el
hibridoma produce el anticuerpo monoclonal deseado por medio de
técnicas bien conocidas.

10 Para otro método alternativo, la proteina de cépsida de TTV
porcino puede expresarse en un sistema de expresidén baculovirus o
sistema de expresién E. coli de acuerdo con procedimientos
conocidos en la técnica. La proteina de capsida de TTV porcino

’recombinante expresada puede usarse como el antigeno para
uQS | diagndéstico en un Ensayo inmunoabsorbente ligado a la enzima
(ELISA). El ensayo ELISA Dbasado en el antigeno . de cépsida
recombinante porcino, por ejemplo, puede usarse para detectar
anticuerpos para TTV porcino en especie porcina y mamifera.

Aunque el ensayo ELISA se prefiere, otras pruebas de diagndstico

?20 conocidas pueden emplearse tal como ensayo de inmunofluorescencia
(IFA), ensayo de inmunoperoxidasa (IPA), etc.

De forma deseable, un ensayo de diagnéstico ELISA comercial
de acuerdo con la ©presente invencidn ©puede usarse para
diagnosticar infeccién TTV porcino en cerdos. Los ejemplos se
ilustran usando proteinas ORF1l y ORF2 purificadas de TTV porcino
para desarrcllar un ensayo ELISA para detectar anticuerpos anti-
TTV en cerdos. El suero recolectado de cerdos infectados con TTV

porcino, y el suero negativo de cerdos de control se usan para
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validar el ensayo. Los anticuerpos especificos de PTTVZ2,
?specificos de PTTVla, vy especificos de PTTVlb se demostraron
bara reconocer especificamente proteinas ORF PTTV. La
'estandarizacién adicional de la prueba por técnicas conocidas

I

para aquellos experimentados en la técnica puede optimizar la

‘comercializacidén de un ensayo de diagnéstico para TTV porcino.

Otro aspecto de 1la presente invencidén es la composicidn
inmunogénica uUnica que comprende el TTV porcino aislado o una
proteina antigénica codificada por un polinucledtido aislado
descrito anteriormente y su wuso para levantar o producir
anticuerpos. La composicidén contiene un portador no téxico,
fisioldégicamente aceptable Y, opcionalmente, uno o mas
adyuvantes. Los portadores adecuados, tales como, por ejemplo,
agua, solucidén salina, etanol, etilenglicol, glicerol, etc., se
seleccionan facilmente de excipientes convencionales vy pueden

agregarse co-formulantes. Las pruebas de rutina pueden realizarse

~para asegurar compatibilidad fisica 'y estabilidad de la

composicién final.

De acuerdo con la presente invencidn, se proporcionan ademas
moléculas de 4cido nucleico y moleculares infecciosas de Torque
teno porcino (TTV), virus vivos producidos de la molécula de
acido nucleico y vacunas veterinarias para proteger cerdos de
infeccidén wvirica TTV porcino o enfermedad provocada por co-
infeccién TTV porcino con otros virus. La invencién proporciona
ademés productos de expresidén de polipéptido inmunogénico que
pueden usarse como vacunas.

La molécula de ADN infecciosa novedosa de TTV porcino

comprende una molécula de acido nucleico que codifica 68%6%
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una porcién de un genoma PTTV1a-VA infeccioso (SEQ ID NO:9),
PTTV1b-VA (SEQ ID NO:10), PTTV2c-VA (SEQ 1ID NO:11), o PTTV2c-VA
(SEQ ID NO:12). El clon de ADN de PTTV infeccioso preferiblemente
contiene al menos uno del gen ORF1l, ORF2, ORF1/1, y ORF2/2 del
PTTV1 o PTTV2. Maltiples copias del genoma PTTVl1a-VA (SEQ 1ID
NO:9), PTTV1b-VA (SEQ ID NO:10), PTTV2c-VA (SEQ ID NO:11), o
PTTV2c-VA (SEQ ID NO:12) pueden insertarse en una molécula de ADN
sencilla para construir clones PTTV infecciosos en tandem.

El ADN gendmico clonado de PTTV, particularmente PTTVl1a-VA,
PTTV1b-VA, PTTV2c-VA, y PTTV2b-RR tandem, PTTV2c-RR, descrito en
la presente se muestra para ser infeccioso in vitro o in vivo
cuando se transfecta en células PK-15 y se da a cerdos. Este
agente patogénico nuevo, facilmente reproducible se deja por si
mismo para el desarrollo de un programa de vacunacién adecuado
para prevenir infeccidén PTTV en cerdos.

De acuerdo <con una modalidad adicional de 1la presente
invencién, tres clones de ADN de PTTV de copia de un genoma se
derivaron de los PTTVla-VA, PTTV1b-VA y PTTV2c-VA aislados US de
prototipo por PCR de fusidn, respectivamente. Cada uno del ADN
genémico de longitud completa se insertd en un vector de
clonacidén pSC-B-amp/kan por ligacidén del extremo romo. Este sitio
de restriccién BamH I es el sitio Unico en los tres genomas PTTV,
que se prepararon por ingenieria en ambos extremos de los tres
genomas para facilitar la generacidén de concatémeros y de esta
manera imita el genoma circular TTV. Las digestiones sencillas
BamH I del ADN plésmido seleccionado de cada clon claramente
resulta en dos fragmentos diferentes de 4.3-Kb y 2.8-Kb en tamafio

(Fig. 18A). Los fragmentos 4.3-Kb representan el vector de fond
. 000068



10

1

“ 20

63
mientras que los fragmentos 2.8-Kb representan el ADN gendémico
PTTV insertado. El vector vacio pSC-B-amp/kan digerido con la
misma enzima sélo muestra una banda 4.3-Kb (Fig. 18A). Los clones
PTTV resultantes se designaron pSC-PTTVla, pSC-PTTV1b vy pSC-
PTTVZc, respectivamente (Fig. 17A-C).

Adicionalmente, dos copias del genoma PTTV2c-VA de longitud
completa derivadas del clon pSC-PTTV2c se ligaron en tandem en el
vector pSC-B-amp/kan para generar el clon pSC-2PTTV2c-RR (Fig.
17D). La comparacién de los patrones de digestién sencillos Afl
II entre pSC-PTTV2c y pSC-2PTTV2c-RR muestra gque el dltimo
plasmido tiene un fragmento 2.8-Kb adicional que representa la
segunda copia del genoma PTTV2c (Fig. 18B, panel derecho).
Posteriormente, se utilizd la misma estrategia de clonacidén para
producir un clon de ADN PTTV2b dimerizado por tandem derivado del
clon TTV de Alemania TTV2-#471942-completo. Un fragmento 2.8-Kb
adicional que representa la segunda copia del genoma PTTV2b se
presenté en este constructo, designado pSC-2PTTV2b-RR (Fig. 17F),
que se digirié con el Hind III solo cuando se compara con su
contraparte de un genoma de copia (Fig. 18B, panel izquierdo),
confirmando la construccidén exitosa.

Las competencias de replicacién de los clones infecciosos
PTTV construidos se probaron por transfeccién in vitro de células

PK-15. IFA usando los anticuerpos ©policlonales de conejo

.~comercialmente generados contra PTTV2c ORF1 confirma que tanto
-~ los concatémeros de clones TTV2-#471942-completo y pSC-PTTV2c

- fueron competentes de replicacién, respectivamente (Fig. 192 vy

Fig. 20A). El paso de las células transfectadas no elimina ni

reduce las sefiales fluorescentes (Fig. 198 y Fig. 20B

000069
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sugiriendo que la expresién de proteinas ORF1 fue resultado de
los concatémeros PTTV2 que imitan las moléculas circulares PTTV2b
o PTTVZ2c naturales. No se observé sefiales fluorescentes en
células transfectadas simuladas o células transfectadas por ADN
usando suero de conejo pre-inmunitario como el anticuerpo para
deteccidén IFA (datos no mostrados). Los concatémeros del clon
pSC-PTTV1a también se muestran para ser competentes de
replicacién usando un anticuerpo ORF1l anti-PTTVla (Fig. 21). Las
seflales fluorescentes positivas se localizaron en el ntcleo de
células transfectadas o pasadas, indicando gque TTVs porcinos
probablemente se replican en el nucleo celﬁlar. No es inesperado
debido a que el circovirus porcino (PCV, por sus siglas en
inglés) tiene un patrdn de expresién similar in vitro.

La transfeccidn directa del clon dimerizado por téndem pSC-
2PTTV2b-RR o pSC-2PTTV2c-RR en células PK-15 resulta en
replicacién virica y produce el antigeno de cépsida ORF1l. IFA
usando anticuerpos contra PTTV2 ORF1 confirma que ambos clones
también fueron competentes en replicacién y los antigenos ORF1
positivos se localizaron en el nucleo (Fig. 22A y B).

De acuerdo con una modalidad de la presente invencién, 1los
clones infecciosos de TTV porcino pueden usarse para inocular
cerdos, que luego producirdn una respuesta inmunitaria del animal
hospedero y estimulan la produccidn de anticuerpos
neutralizantes. En una modalidad particular de la presente
invencién, los dos clones PTTV2 dimerizados por tandem fueron
infecciosos cuando se inyectan en los ganglios 1linfaticos vy

misculos de cerdos convencionales.
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Para probar la infectividad in vivo de clones moleculares

PTTVZ2, se 1inocularon cerdos convencionales con el clon pSC-

2TTV2b-RR o pSC-2TTV2c~RR. Las muestras de suero se recolectaron

~de animales en los dias 0, 7, 14, 21 y 28 después de la

inoculacién (DPI). Se detectd ADN de PTTV2 en cerdos inoculados
con pSC-2TTV2c-RR iniciando en 7 DPI (#92), 14 DPI (#188 y #191)
y 21 DPI (#180), respectivamente (Fig. 23A, panel derecho). El
PTTV viremia aparecidé al final para cerdos inoculados con el clon
pSC-2TTVZb-RR: dos inician en 14 DPI (#189 y #192), uno en 21 DPI

(#181) y uno en 28 DPI (#193) (Fig. 23A, panel izquierdo). Las

cargas viricas incrementan durante el curso en todos los cerdos
inoculados que tienen las cargas viricas mé&s altas en 28 DPI
antes de la necropsia, como se determina por PCR de tiempo real

u‘especifico de PTTVZ (Fig. 23A). Los productos PCR de tiempo real

amplificados de cerdos seleccionados se procesaron por secuencia

'y encontraron para tener secuencias idénticas a las regiones

correspondientes de pSC-2TTV2b-RR o pSC-2TTV2c-RR (datos no

“.mostrados).

Todos los cerdos inoculados fueron negativos para
anticuerpos PTTV2 ORFl en O y 7 DPI. En 14 DPI, todos los cuatro
cerdos inoculados por pSC-2TTV2b-RR se seroconvirtieron a IgG

ORFl anti-PTTV2, mientras que los cerdos en el grupo inoculado

ﬁpbr pSC-2TTV2c-RR se seroconvierte en 14 (#92 y #180), 21 (#191)

y 28 (#188) DPI, respectivamente (Fig. 23B). Los resultados

5{Qdican que la infeccidén TTV2b porcino o TTV2c activa ha

ocurrido.

Las vacunas de los clones de ADN moleculares infecciosos vy

viricos infecciosos, y métodos para usarlos, también se inctﬁyﬁqrz‘
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dentro del alicance de la presente invencidén. Los cerdos
inoculados se protegen de infeccién virica y enfermedades
asociadas provocadas por infecciédn o co-infeccién TTV2. E1 método
novedoso protege a cerdos que necesitan de proteccién contra
infeccién virica @ al administrar al cerdo una cantidad
inmunolégicamente efectiva de wuna vacuna de acuerdo con la
invencidén, tal como, por ejemplo, una vacuna que comprende una
cantidad inmunogénica del ADN de PTTV infeccioso, un plésmido o
vector virico que contiene el clon de ADN infeccioso de PTTV, el
ADN de PTTV recombinante, 1los productos de expresién del
polipéptido, la proteina de cépsida ORFl recombinante purificada
expresada por baculovirus o expresada por bacterias, etc. Otros
antigenos tales como PRRSV, PPV, otros agentes del puerco
infeccioso Y estimulante inmunitarios pueden darse
concurrentemente al cerdo para proporcionar un espectro amplio de
proteccidén contra infecciones viricas.

Las vacunas comprenden, por ejemplo, los clones de ADN
moleculares y viricos infecciosos, el genoma de ADN infeccioso de
PTTV clonado en pléasmidos o vectores adecuados tales como, por

ejemplo, el vector pSC-B, una no virulenta, virus vivo, un virus

inactivado, vacuna de subunidad de capsida recombinante
expresada, etc. en combinacién con wun portador no téxico,
fisioldgicamente aceptable Y, opcionalmente, uno o mas

adyuvantes. La vacuna también puede comprender el clon de ADN
molecular TTV2 infeccioso descrito en la presente. E1 ADN de PTTV
infeccioso, el ADN de plésmido que contiene el genoma virico
infeccioso y el virus vivo se prefieren con el virus vivo siendo

el més preferido. La vacuna virica viva, no virulenta de la

00007%
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presente invencién proporciona una ventaja sobre vacunas viricas
%radicionales que usan ya sea virus vivos, atenuados que corren
gl riesgo de revertirse de nuevo al estado virulento o virus
completo propagado de cultivo celular exterminado que no puede
inducir respuesta inmunitaria de anticuerpo suficiente para
proteccidn contra la enfermedad virica.

Las wvacunas y métodos para usarlos también se incluyen
dentro del alcance de 1la presente invencién. Las especies
mamiferas inoculadas se protegen de infeccién virica seria,
también pueden proporcionar proteccidn para enfermedad
relacionada con co-infeccién de PTTV, tal como dermatitis porcina
y sindrome de nefropatia (PDNS, por sus siglas en inglés),
sindrome de desgaste multisistémico posterior al destete (PMWS,
por sus siglas en inglés), y otra enfermedad relacionada. Las
vacunas comprenden, por ejemplo, un virus TTV porcino inactivado
o atenuado, un portador no téxico; fisioldbgicamente aceptable vy,
opcionalmente, uno o més adyuvantes.

El adyuvante, que puede administrarse en conjunto con la
vacuna de la presente invencidén, es una sustancia que incrementa
la respuesta inmunoldgica del cerdo para la vacuna. El adyuvante
puede administrarse al mismo tiempo y en el mismo sitio que la
vacuna, o en un tiempo diferente, por ejemplo, como un refuerzo.
Los adyuvantes también pueden administrarse ventajosamente al
cerdo en una manera o en un sitio diferente de la manera o sitio
en el cual la vacuna se administra. Los adyuvantes adecuados
incluyen, pero no se limitan a, hidréxido de aluminio (alum),
complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), polimeros o copolimeros de

bloque no idénico, citocinas (tipo IL-1, IL-2, IL-7, IFN-a, IFN-(,

000073
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IFN-y, etc.), saponinas, monofosforilo de 1lipido A (MLA),
dipéptidos de muramilo (MDP) vy similares. Otros adyuvantes
adecuados incluyen, por ejemplo, sulfato de aluminio potasio,
enterotoxina inestable al calor o estable al calor aislada de
Escherichia coli, toxina de célera o la subunidad B de la misma,
toxina de difteria, toxina de tétanos, toxina de tos ferina,
adyuvante completo o incompleto de Freund, etc. Los adyuvantes
basados en toxina, tales como toxina de difteria, toxina de
tétanos y toxinas de tos ferina pueden inactivarse antes del uso,
por ejemplo, por tratamiento con formaldehido.

Las vacunas pueden contener ademds antigenos adicionales
para promover la actividad inmunoldgica de los clones de ADN PTTV
infecciosos tales como, por ejemplo, virus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV, por sus siglas en
inglés), parvovirus porcino (PPV, por sus siglas en inglés),
otros agentes del puerco infecciosos y estimulantes inmunitarios.

Las vacunas nuevas de esta invencidén no se restringen a
cualquier tipo o método particular de preparacidén. Las vacunas
viricas clonadas incluyen, pero nc se limitan a, vacunas de ADN
infecciosas (esto es, usando plésmidos, vectores u otros
portadores convencionales para inyectar directamente ADN en
cerdos), vacunas vivas, vacunas vivas modificadas, vacunas
inactivadas, vacunas de subunidad, vacunas atenuadas, vacunas
genéticamente preparadas por ingenieria, etc. Estas vacunas se
prepararon por métodos estdndares conocidos en la técnica.

Como un beneficio adicional, el virus vivo preferido de la

presente invencidén proporciona una vacuna genéticamente estable

000074
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qﬁe es mas facil de hacer, almacenar y suministrar que otros
tipos de vacunas atenuadas.
Otra vacuna preferida de la presente invencién utiliza

plasmidos adecuados para suministrar el clon de ADN no patogénico

a' cerdos. En contraste a la vacuna tradicional que usa cultivo

~celular exterminado o vivo propagados de virus completo, esta

invencién se proporciona para la inoculacién directa de cerdos
con el ADN plasmido que contiene el genoma virico infeccioso.

Las vacunas genéticamente preparadas por ingenieria
adicionales, que son deseables en la presente invencidn, se
producen por técnicas conocidas en la técnica. Tales técnicas
involucran, pero no se limitan a, manipulacidén adicional de ADN
recombinante, modificacidén de o sustituciones a las secuencias de
aminoacidos de las proteinas recombinantes y similares.

Las vacunas genéticamente preparadas por ingenieria basadas
en tecnologia de ADN recombinante se hacen, por ejemplo, al
identificar porciones alternativas del gen virico que codifica
proteinas responsables para inducir una respuesta protectora o
inmunitaria mé&s fuerte en cerdos‘ (por ejemplo, proteinas
derivadas de ORF1l, ORF1/1, ORF2, ORF2/2, etc.). Tales genes
identificados o fragmentos inmuno-dominantes pueden clonarse en
vectores de expresidén de proteina esténdar, tal como el vector de
baculovirus, y usarse para infectar células hospederas apropiadas
(ver, por ejemplo, O'Reilly et al., “Baculovirus Expression
Vectors: A Lab Manual,” Freeman & Co., 1992). Las células

hospederas se cultivan, de esta manera expresando las proteinas

de vacuna deseadas, que pueden purificarse a la extensidén deseada

y formularse en un producto de vacuna adecuado. Las vacuniioﬁ?rzs
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subunidad recombinantes estdn basadas en proteinas de céapsida
6RF1 expresadas por bacterias (Fig. 10, Fig. 15) o expresadas por
baculovirus de PTTVla, PTTV1b y PTTV2.

Y Si los <clones retienen cualquiera de las capacidades
naturales indeseables de 1la enfermedad provocada, también es
posible sefialar las secuencias de nucleétido en el genoma virico
responsable para cualquier virulencia residual, y genéticamente
preparar por ingenieria el virus no virulento a través de, por
ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio. La mutagénesis dirigida
al sitio es capaz de agregar, eliminar o cambiar uno o mas
nucledtidos (ver, por ejemplo, Zoller et al., DNA 3:479-488,
1984). Un oligonucledétido se sintetiza que contiene la mutacién
deseada y alineado a una porcién de ADN virico de hebra sencilla.
La molécula hibrida, que resulta de tal procedimiento, se emplea
para transformar bacterias. Luego el ADN de hebra doble, que se
aisla contiene la mutacidén apropiada, se usa para producir ADN de
longitud completa por ligacién a un fragmento de restriccién del
ultimo que se transfecta posteriormente en un cultivo celular
adecuado. La ligacién del genoma en el vector adecuado para
transferencia puede realizarse a través de cualquier técnica
estandar conocida para aquellos de experiencia ordinaria en la
técnica. La transfeccién del vector en células hospederas para la
%rbduccién de progenie virica puede hacerse usando cualquiera de
los métodos convencionales tales como transfeccién mediada por
calcio-fosfato o DEAE-dextrano, electroporacidn, fusidén de
protoplastos y otras técnicas bien conocidas (por ejemplo,
Sambrook et al., "“Molecular Cloning: A Laboratory Manual,” Cold

Spring Harbor Laboratory Press, 1989). E1 virus clonado

000776
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muestra la mutacién deseada. Alternativamente, dos
oligonucleétidos pueden sintetizarse que contienen la mutacidén
apropiada. Estos pueden combinarse en sus pares de bases para
formar ADN de hebra doble que puede insertarse en el ADN virico
para producir ADN de longitud completa.

Una cantidad inmunolégicamente efectiva de las vacunas de la
presente invencidén se administra a un cerdo que necesita de
proteccidn contra infeccidén virica. La cantidad inmunoldégicamente
efectiva o la cantidad inmunogénica que inocula el cerdo puede
determinarse facilmente o titularse facilmente por prueba de
rutina. Una cantidad efectiva es una en la cual una respuesta
inmunclégica suficiente para la vacuna se logra para proteger al
cerdo expuestb al wvirus PTTV. Preferiblemente, el cerdo esté
protegido a una extensidén en la cual uno hasta todos de los
sintomas fisioldégicos adversos o efectos de la enfermedad virica
se reducen significativamente, alivian o previenen totalmente.

La vacuna puede administrarse en una dosis sencilla o en
dosis repetidas. Las dosis pueden estar en el intervalo, por
ejemplo, desde alrededor de 1 microgramo hasta alrededor de 1,000
microgramos del ADN pléasmido que contiene el genoma de ADN
gquimérico infeccioso (dependiente de la concentracidén del
componente inmuno-activo de la vacuna), preferiblemente 100 hasta
200 microgramos del clon de ADN de TTV porcino, pero no debe
contener una cantidad de antigeno basado en virus suficiente para
resultar en una reaccidén adversa o sintomas fisioldgicos de la
infeccién virica. Los métodos se conocen en la técnica para
determinar o) titular dosificaciones adecuadas de agente

antigénico activo para encontrar dosificaciones efectivasdqfﬁ%ﬁfiw
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basadas en el peso del cerdo, concentracién del antigeno y otros
Eactores tipicos. Preferiblemente, el <clon de ADN virico
infeccioso Se usa como una vacuna, © un virus infeccioso vivo
buede generarse in vitro y luego el virus vivo se usa como una
yacuna. En tal caso, desde alrededor de 50 hasta alrededor de
10,000 de la dosis infectiva del cultivo de tejido al 50% (TCID
50) de virus vivo, por ejemplo, puede darse a un cerdo.

Las nuevas vacunas de esta invencién no se restringen a
ningin tipc o método particular de preparacién. Las vacunas
incluyen, pero no se limitan a, vacunas vivas modificadas,
vacunas 1inactivadas, vacunas de subunidad, vacunas atenuadas,
vacunas genéticamente preparadas por ingenieria, etc.

Las ventajas de vacunas vivas son que todas las respuestas

inmunitarias posibles se activan en el receptor de la vacuna,

incluyendo respuestas inmunitarias mediadas sistémicas, locales,

humdral y por células. Las desventajas de vacunas de virus'vivos,
que pueden ser mayores gque las ventajas, radican en el potencial
para contaminacidén con agentes viricos extrafios vivos o el riesgo
que el virus puede revertir la virulencia en el campo.

Para preparar vacunas de virus inactivados, por ejemplo, la

propagacién de virus y produccidén de virus puede ocurrir en

lineas celulares porcinas cultivadas tales como, sin limitacién

“células PK-15. La 1inactivacidén del virus en serie luego se

1

woﬁtimiza por protocolos generalmente conocidos para aquellos de

experiencia ordinaria en la técnica o, preferiblemente, por los

‘métodos descritos en la presente.

Las vacunas de virus inactivadas pueden prepararse al tratar

el TTV porcinc con agentes inactivados tales como form?)l&aeb.zcb
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solventes hidrofébicos, 4&acidos, etc., por irradiacidén con 1luz
ultravioleta o rayos X, por calentamiento, etc. La inactivacién
se conduce en una manera entendida en la técnica. Por ejemplo, en
inactivacién quimica, una muestra de suero o muestra de virus
5 adecuada que contiene el virus se trata durante una longitud
suficiente de tiempo con una concentracién o cantidad suficiente
de agente inactivado a una temperatura suficientemente alta (o
baja, dependiendo del agente inactivado) o pH para inactivar el
virus. La inactivacién por calentamiento se <conduce a una
10 temperatura y durante una longitud de tiempo suficiente para
inactivar el virus. La inactivacién por irradiacién se conduce
usando una longitud de onda de luz u otra fuente de energia
durante una longitud de tiempo suficiente para inactivar el
virus. El virus se considera inactivado si es incapaz de infectar

15 una célula susceptible a infeccién.
La preparacién de vacunas de subunidad tipicamente difiere
de la preparacién de una vacuna viva modificada o una vacuna
inactivada. Antes de la preparacién de una vacuna de subunidad,

los componentes antigénicos o protectores de la vacuna deben

identificarse. En la presente invencidn, los componentes
antigénicos de PTTV se identificaron como las proteinas de
capsida ORF1 de PTTV1la, PTTV1b y PTTV2, que se expresaron Yy

purificaron en Escherichia coli (E. coli) en esta invencién, vy

otro sistema de expresidén, tal como sistema de expresidén de

;paculovirus, para uso como vacunas de capsida recombinantes de
" subunidad. Tales componentes antigénicos o protectores incluyen
ciertos segmentos o fragmentos de aminodcido de las proteinas de

capsida viricas que levantan una respuesta inmunolédgica

000019
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prptectora particularmente fuerte en cerdos; proteinas de capsida
viricas miltiples o sencillas por si mismas, oligdémeros de los
mismos, y asociaciones de orden superior de las proteinas de
capsida viricas que forman subestructuras de virus o partes o
unidades identificables de tales subestructuras; oligoglicésidos,
glicolipidos o glicoproteinas presentes en o cerca de la
superficie del virus o en subestructuras viricas tales como las
lipoproteinas o grupos de lipido asociados con el virus, etc.
Preferiblemente, la proteina ORFl se emplea como el componente
antigénico de la vacuna de subunidad. Otras proteinas también
pueden usarse tales como aquellas codificadas por la secuencia de
nucleétidos en el gen ORF2, ORF1l/1, y ORF2/2. Estos componentes
inmunogénicos se identifican facilmente por métodos conocidos en
la técnica. Una vez identificados, las porciones protectoras o
antigénicas del virus (esto es, la “subunidad”) se purifican y/o
clonan posteriormente por procedimientos conocidos en la técnica.
La vacuna de subunidad proporciona una ventaja sobre otras
vacunas basadas en el virus vivo ya que la subunidad, tal como
subunidades altamente purificadas del virus, es menos téxica que
el virus completo.

Si la vacuna de subunidad se produce a través de técnicas
genéticas recombinantes, la expresidén de la subunidad clonada tal
como los ORF1l, ORF2. ORF1l/1, y ORF2/2, por ejemplo, pueden
egpresarse por el método proporcionado arribo, y también pueden
oﬁtimizarse por métodos conocidos para aquellos en la técnica
kver, por ejemplo, Maniatis et al., “Molecular <Cloning: A
Laboratory Manual,” Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring

Harbor, Mass. (1989)). Por otro lado, si la subunidad se emplea
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representa una caracteristica estructural intacta del virus, tal
‘como una proteina de cépsida completa, el procedimiento para su
;éislamiento del virus luego debe optimizarse. En cualquier caso,
desppés de la optimizacién del protocolo de inactivacién, el
protocolo de purificacién de la subunidad puede optimizarse antes
de la fabricacién.

Para preparar vacunas atenuadas, el virus patogénico, vivo
primero se atenla (no patogénicas prestadas o inofensivas) por
métodos conocidos en la técnica o, preferiblemente, como se
describe en la presente. Por ejemplo, los virus atenuados pueden
prepararse por la técnica de la presente invencidédn que involucra
el paso en serie novedoso a través de huevos de cerdo
embrionados. Los virus atenuados pueden encontrarse en la
naturaleza y pueden tener eliminaciones de gen que se presentan
naturalmente o, alternativamente, los vifus patogénicos pueden
atenuarse al hacer eliminaciones de gen o produciendo mutaciones

\
dé gen. Las vacunas de virus inactivados y atenuados comprenden
las vacunas preferidas de la presente invencién.

Las vacunas genéticamente preparadas por ingenieria, que
también son deseables en la presente invencién, se producen por
técnicas conocidas en la técnica. Taleé técnicas involucran, pero
no se limitan a, el uso de ARN, ADN recombinante, proteinas
reéombinantes, virus vivos y similares.

Por ejemplo, después de 1la purificacién, el virus tipo
gaﬁgral puede aislarse de muestras bioldgicas, clinicas adecuas
ﬁaies como muestras de suero, fecal, saliva, semen y tejido por

néetodos conocidos en la técnica, preferiblemente por el método

ensefiado en la presente usando cerdos infectados o line&hs81
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celulares adecuadas infectadas. E1 ADN se extrae del agente

»infeccioso o virus bioldgicamente puro por métodos conocidos en

la técnica, y purificados por métodos conocidos en la técnica,
preferiblemente por ultracentrifugacién en un gradiente CsCl. E1
CADN de genoma virica se clona en un hospedero adecuado por
métodos conocidos en la técnica (ver Maniatis et al., id.), y el
genoma de virus luego se analiza para determinar regiones
esenciales del genoma para producir porciones antigénicas del
virus. De aqui en adelante, el procedimiento es generalmente el

mismo como aquel para la vacuna viva modificada, una vacuna

inactivada o una vacuna de subunidad.

Se hacen vacunas genéticamente preparadas por ingenieria
basadas en tecnologia de ADN recombinante, por ejemplo, al
identificar la porcién del gen virico que se codifica para
proteinas responsables para inducir una respuesta protectora o
inmunitaria méas fuerte en cerdos (por ejemplo, proteinas
derivadas de ORF1l, ORF2, ORF1l/1l, y ORF2/2, etc.). Tales genes
identificados o fragmentos inmuno-dominantes pueden clonarse en
vectores de expresidén de proteina estéandar, tal como el vector de
baculovirus, y usarse para infectar células hospederas apropiadas
(ver, por ejemplo, O'Reilly et al., “Baculovirus Expression
Vectors: A Lab Manual,” Freeman & Co. (1992)). Las células
hospederas se cultivan, de esta manera expresan las proteinas de
vacuna deseadas, que pueden purificarse a la extensién deseada y
formularse en un producto de vacuna adecuado.

Las proteinas genéticamente preparadas por ingenieria,
Utiles en vacunas, por ejemplo, pueden expresarse en células de

insecto, células de levadura o células mamiferas. Las pa%ﬁﬁb%ﬁzv
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‘ggnéticamente preparadas por ingenieria, que pueden purificarse o
;‘aislarse por métodos convencionales, pueden inocularse
AQirectamente en una especie porcina o mamifera para conferir
éfotéccién contra TTV porcino.

Una linea celular de insecto (tipo sf9, sf21, o HIGH-FIVE)
puede transformarse con un vector de transferencia gque contiene
acidos polinucledétidos obtenidos del virus o copiados del genoma
virico que codifica una o mas de las proteinas inmuno-dominantes
del virus. El vector de transferencia incluye, por ejemplo, ADN
de Dbaculovirus 1linealizado y un plésmido que contiene los
polinucledétidos deseados. La linea celular hospedera puede co-
transfectarse con el ADN de baculovirus linealizado y un plésmido
con objeto de hacer un baculovirus recombinante.

Alternativamente, el ADN del TTV porcino aislado que
codifica una o mas proteinas cépsida puede insertarse en 1los
vectores vivos, tales como un poxvirus o un adenovirus y usarse
como una vacuna.

Una cantidad inmunoldgicamente efectiva de la vacuna de la
presente invencién se administra a una especie porcina o mamifera
que necesita de proteccidén contra la infeccidén o sindrome. La
“cantidad inmunoldégicamente efectiva” puede determinarse

ﬁfééilmente o titularse féacilmente por prueba de rutina. Una
;paﬁtidad efectiva es una en la cual una respuesta inmunoldgica

“suficiente para la vacuna se logra para proteger al cerdo u otro

e e e

mamifero expuesto al virus TIV porcino, o co-infeccién TTV

Y
Ry

borcino, que puede provocar dermatitis porcina y sindrome de
nefropatia (PDNS), sindrome de desgaste multisistémico posterior

-al’ destete (PMWS) o enfermedad relacionada. Preferiblemente, el
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10

15

20

78

cerdo u otra especie mamifera estédn protegidos para una extensién
en la cual uno hasta todos de los sintomas fisiolégicos adversos
o efectos de la enfermedad virica se encuentran para reducirse
significativamente, aliviarse o prevenirse totalmente.

La vacuna puede administrarse en una dosis sencilla o en
dosis repetidas. Las dosificaciones pueden contener, por ejemplo,
desde 1 hasta 1,000 microgramos de antigeno basado en virus
(dependiente de la concentracién del componente inmuno-activo de
la vacuna), pero no debe contener una cantidad de antigeno basado
en virus suficiente para resultar en una reaccién adversa o
sintomas fisioldégicos de infeccidén virica. Los métodos se conocen
en la técnica para determinar o titular dosificaciones adecuadas
de agente antigénico activo basado en el peso del péajaro o
mamifero, concentracién del antigeno y otros factores tipicos.

La vacuna puede administrarse a cerdos. También, la vacuna
puede darse a humanos tales como criadores de cerdos quienes
estan en riesgo alto de infectarse por el agente virico. Es
contempla que una vacuna basada en el TTV porcino puede disefiarse
para proporcionar proteccién amplia contra tanto TTV porcino como
humano. En otras palabras, la vacuna basada en el TTV porcino
puede disenarse preferencialmente para proteger contra infeccidn
TTV humana a través del asi llamado “enfoque Jenneriano” (esto
es, vacuna del virus de la viruela bovina puede usarse contra la
viruela humana por Edward Jenner). Deseablemente, la vacuna se
administra directamente a un porcino u otra especie mamifera sin
aun exponerse al virus TTV. La vacuna puede convenientemente
administrarse oralmente, intrabucalmente, intranasalmente,

transdérmicamente, parenteralmente, etc. La ruta parentﬁﬁﬁlﬂgﬂé
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administracidén incluye, pero no se limita a, rutas
intramusculares, intravenosas, intraperitoneales y subcuténeas.

Cuando se administra como un liquido, la vacuna actual puede
prepararse en la forma de una solucidén acuosa, un jarabe, un
elixir, una tintura y similares. Tales formulaciones se conocen
en la técnica y se preparan tipicamente por disolucién del
antigeno y otros aditivos tipicos en los sistemas de solvente o
portador apropiados. Los solventes o portadores adecuados

incluyen, pero no se limitan a, agua, solucidén salina, etanol,

etilenglicol, glicerol, etc. Los aditivos tipicos son, por
ejemplo, pigmentos certificados, sabores, edulcorantes \%
conservadores antimicrobianos tales como timerosal
(etilmercuritiosalicilato de sodio). Tales soluciones pueden

estabilizarse, por ejemplo, por adicidén de gelatina parcialmente
hidrolizada, sorbitol o medio de cultivo celular, y pueden
amortiguarse por métodos convencionales usando reactivos
conocidos en la técnica, tales como fosfato é&cido de sodio,
fosfato diédcido de sodio, fosfato &cido de potasio, fosfato
diacido de potasio, una mezcla de los mismos, y similares.

Las formulaciones liquidas también pueden incluir
suspensiones y emulsiones que contienen agentes de suspensidn o
emulsionantes en combinacién con otros co-formulantes estandares.
Estos tipos de formulaciones liquidas pueden prepararse por
métodos convencionales. Las suspensiones, por ejemplo, pueden

prepararse usando un molino de coloide. Las emulsiones, por

~
.

ejemplo, pueden prepararse usando un homogenizado.
Las formulaciones parenterales, diseflarse para inyeccidén en

sistemas de fluido corporales, requieren isotonicidad apro&%ﬁﬁﬁaxa
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solucidén amortiguadora de pH para los niveles correspondiente de
fluidos corporales mamiferos. La isotonicidad puede ajustarse
apropiadamente con cloruro de sodio y otras sales como sean
necesarias. Los solventes adecuados, tales como etanol o
propilenglicol, pueden usarse para incrementar la solubilidad de
los ingredientes en 1la formulacién y la estabilidad de 1la
preparacién liquida. Los aditivos adicionales que pueden
emplearse en la vacua actual incluyen, pero no se limitan a,
dextrosa, antioxidantes convencionales y agentes quelantes
convencionales tales como &cido etilendiamina tetraacético
(EDTA). Las formas de dosificaciédn parenterales también deben
esterilizarse antes del uso.

Los siguientes ejemplos demuestran ciertos aspectos de la
presente invencién. Sin embargo, es para entenderse que estos
ejemplos son para ilustracién solamente y no aparentan para ser
completamente definitivos en cuanto a las condiciones y alcance
de esta invencién. Debe apreciarse que cuando las condiciones de
reaccién tipicas (por ejemplo, temperatura, tiempos de reaccién,
etc.) se han dado, también pueden usarse las condiciones tanto de
arriba como de debajo de 1los intervalos especificos, aunque
generalmente menos conveniente. Los ejemplos se conducen a
temperatura ambiente (alrededor de 23°C. hasta alrededor de
28°C.) y a presién atmosférica. Todas las partes de porcentajes
referidos en la presente son en una base en peso y todas las
temperaturas se expresan en grados centigrados a menos que se

especifique de otra manera.
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Ejemplo 1.
Extraccidn de ADN virica, PCR anidado y PCR gendmico:

Las muestras de semen y suero convenientes de 20 cerdos
adultos convencionales de un criadero de cerdos de Virginia se
usaron en el estudio. El1 ADN total se aisld de 20 muestras de
suero y 19 de semen usando mini kit de ADN QIAamp (Qiagen). Para
seleccionar las muestras que contienen PTTV positivas,
amplificaciones PCR anidadas de las regiones conservadas en el
UTR de PTTV1 vy PTTV2 se realizaron inicialmente al wusar
polimerasa AmpliTag Gold (Applied Biosystems). Los dos pares de
cebador usados para amplificar el fragmento A de PTTV1 fueron
TTV1-mF (SEQ ID NO:45)/TTV1i-mR (SEQ ID NO:46) (para el PCR de
primera ronda) y TTV1-nF (SEQ ID NO:47)/TTV1l-nR (SEQ ID NO:48)
(para el PCR de segunda ronda), mientras que los dos pares de
cebador usados para amplificar el fragmento D de PTTVZ fueron
TTVZ-mF (SEQ ID NO:49)/TTV2-mR (SEQ ID NO:50) (para el PCR de
primera ronda) y TTV2-nF (SEQ ID NO:51)/TTV2-nR (SEQ ID NO:52)
(para el PCR de segunda ronda; Fig. 1A y Tabla 1).

Con objeto de amplificar la secuencias gendmicas de longitud
completa de tanto PTTV1 como PTTVZ2, se realizaron primero en PCR
gendmico inverso usando un par de cebadores especificos del gen
conservado TTV1-IF (SEQ ID NO:1)/TTV1-IR (SEQ ID NO:4) localizado
en la regidén A para PTTV1 y otro par de cebadores especificos del
gen TTV2-IF (SEQ ID NO:5)/TTV2-IR (SEQ ID NO:8) localizado en la
regién D para PTTV2, respectivamente, con polimerasa de ADN de
Fusién Herculase II (Stratagene) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. No se detectaron productos PCR con tamafios

esperados. Posteriormente se disefiaron nuevos conjun‘(cjcﬁgo%e7
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cavadores para amplificar dos regiones que cubren los genomas
vPTTVl y PTTV2 completos en el PCR de segunda ronda,
fﬂrespectivamente (Fig. 1A). Los pares de cebador usados para
!amplificar fragmentos B y C de PTTV1 fueron TTV1-IF (SEQ 1ID

5] 3NO:1)/TTV1—234OR (SEQ ID NO:2) y TTV1-2311F (SEQ ID NO:3)/TTV1-IR
(SEQ ID NO:4), respectivamente, mientras que los pares de cebador

‘ ﬁéados para amplificar fragmentos E y F de PTTV2 fueron TTV2-IF
(SEQ ID NO:5)/TTV2-2316R (SEQ ID NO:6) y TTV2-GCF (SEQ 1ID
NO:7) /TTV2~IR (SEQ ID NO:8), respectivamente (Fig. 1A y Tabla 1).

10 Los fragmentos C y F contienen las regiones ricas en GC de PTTV1
y PTTV2, respectivamente. Los productos PCR amplificados se
eliminaron individualmente, purificaron y clonaron posteriormente

en  un vector pSC-B-amp/kan (Stratagene) por estrategia de
iclohacién PCR StrataClone Blunt PCR de acuerdo <con las
15§‘ﬁhstrucciones del fabricante (Stratagene) seguido por procesado

®

'ﬁor‘secuencia de ADN.

Ejemplo 2.
20 leibado para muestras positivas de TTV porcino recolectadas de
cérdos en una granja de Virginia:
El ADN de TTV porcino se detectd previamente de cerdos en

r éionés geograficas diferentes por PCR anidado basado en la

Guencia UTR de una PTTV1 japonesa de cepa Sd-TTV31l (McKeown et
2%04, supra). Con la identificacién reciente de PTTVZ2, dos
aifbrentes conjuntos de cebadores PCR anidados se han usado para
amplificar la regién A de PTTV1 y regién D de PTTVZ,

rééﬁéctivamente (Fig. 1A) (Ellis et al., 2008, supra; Kekarainen,
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T., Sibila, M., y Segales, J. (2006). Prevalence of swine Torque
teno virus in post-weaning multisystemic wasting syndrome (PMWS)-
affected y non-PMWS-affected cerdos in Spain. J Gen Virol 87 (Pt
4), 833-7; Krakowka et al., 2008, supra). Un enfoque de deteccidn
similar también se utilizd en el estudio actual para identificar
cepas PTTV de cerdos en 1los Estados Unidos. Con objeto de
seleccionar de muestras positivas PTTV1- o PTTV2 indigenas para
uso posterior para determinar las secuencias gendmicas de
longitud completa, 20 muestras de suero (SR#1-20) y 19 de semen
(SM#1-18, y SM#20) recolectadas de 20 cerdos en una granja de
Virginia se sometieron a andlisis PCR anidados. De manera
sorpresiva, todas las 20 muestras de suero fueron positivas para
PTTV1 y 19 también fueron positivas para PTTVZ (excepto para
SR#18). En contraste, s6lo 1 muestra de semen (SM#6) fue PTTV1-
positiva y 3 muestras de semen (SM#8, 9 y 20) fueron PTTV2-
positivas. E1 resultado fue consistente con un estudio reciente
en tales muestras de semen del cerdo se mostraron para ser
positivas para ADN de PTTV en Espafia (Kekarainen, T., Lopez-
Soria, S., y Segales, J. (2007). Detection of swine Torque teno
virus genogroups 1 y 2 in boar sera y semen. Theriogenology
68(7), 966-71), y de esta manera sugiere una transmisién vertical
potencial de PTTV. Sin embargo, las tasas de prevalencia de tanto
PTTV1 como PTTVZ2 en semen fueron mucho inferiores que en suero,
sugiriendo que no existe asociacién directa para la presencia de

ADNs de PTTV en suero y semen del mismo cerdo.
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Ejemplo 3.
Andlisis de secuencias y filogenético:

Los analisis genéricos y la alineacidén de secuencias de ADN
y de aminoacidos se realizaron usando el paquete Lasergene
(DNASTAR Inc., Madison, WI). Las secuencias gendmicas de tres
cepas PTTV conocidas y sus numeros de acceso al GenBank
correspondientes usados para la alineacidén y comparacidn son Sd-
TTV31 (AB076001), TTV-1lp (AY8239%0) y TTV-2p (AY823991). Las
comparaciones de secuencia en pares (PASC) se realizaron usando
121 secuencias genémicas de longitud completa de cepas
relacionadas con TTV de animal vy humanas disponibles en el
GenBank con un programa en linea PASC
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/pasc/viridty.cgi?textpage=ove
rview) (Bac et al., 2008).

Los é&rboles filogenéticos se construyeron por el método de
uniones vecinas en el ©programa PAUP 4.0 (David Swofford,
Smithsonian Institute, Washington, DC, distribuido por Sinauer
Associate Inc.) basado en las secuencias gendmicas de longitud
completa y las secuencias de aminodcido deducidas de 4 ORFs de

siete cepas PTTV. Los datos se obtuvieron de 1000 re-muestreos.

Ejemplo 4.
Diserio de cebadores PCR para infeccidn PTTV porcina diagnosticada
Los andlisis y alineacién de secuencias de ADN se realizaron
usando paquete Lasergene (DNASTAR Inc., Madison, WI). Las

secuencias gendmicas de longitud completa de diez cepas TTV

- 000090



10

15

20

85
porcino y sus numeros de acceso al GenBank correspondientes
usados para la alineacién fueron como sigue. Especie PTTV1: Sd-
TTV31 (AB076001), PTTV1a-VA  (GU456383), TTV-1p (AY823990),
PTTV1b-VA  (GU456384), swSTHY-TT27 (GQ120664) y TTV1 #471819
(GU188045). Especie PTTV2: PTTV2b-VA  (GU456385), PTTV2c-VA
(GU456386), TTV-2p (AY823991) vy TTV2 #472142 (GU188046). Las
secuencias conservadas entre los genomas 6 PTTV1 y 4 PTTV2 se
identificaron, respectivamente, y posteriormente se usaron para
guiar las selecciones del cebador PCR en tiempo real usando el
programa Beacon Designer (PREMIER Biosoft International, Palo

Alto, CA). Los cebadores usados para el PCR anidado doble de

PTTV1 se diseflaron por el paquete Lasergene.

Ejemplo 5.

Curvas estdndar de PCR en tiempo real de PTTV1 y PTTVZ2

Una regidén de 2091 bp correspondiente al fragmento PCR B de
genoma PTTV1b-VA se volvidé a amplificar del mismo fragmento PCR
usando cebadores TTVI-IF (5'-CATAGGGTGTAACCAATCAGATTTAAGGCGTT-3'")
3% TTV1-2340R (5'-GGTCATCAGACGATCCATCTCCCTCAG-3") como se
describen previamente (Huang et al., 2010) . El amplicédn
resultante fue gel purificado por Kit de Extraccién de Gel
QIAguick (Qiagen) y cuantificado por un espectrofotdmetro
NanoDrop que se usd para la plantilla estdndar PCR en tiempo real
de TTV porcino especie 1. Un clon de ADN de longitud completa de
cepa PTTV2c-VA, pSC-PTTV2c, se construyd al ensamblar fragmentos
PCR E y F de PTTV2c-VA en el vector pSC-B-amp/kan (Huang et al.,
datos no publicados). El pSC-PTTV2c plésmido (7082 bp) se usd

para la plantilla estdndar PCR en tiempo real de TTV porcino
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especie 2 y la concentracién de ADN plasmido se midié por un
espectrofotémetro NanoDrop. Una serie de dilucién 10 veces de las

dos plantillas se usd para generar las curvas estdndares PCR en

tiempo real, respectivamente.

Ejemplo 6.

Extraccion de ADN virico para ensayos PCR

El ADN total se aisld de 20 muestras de suero y 19 de semen
recolectadas de 20 cerdos adultos convencionales (sin sintomas
clinicos) de un criadero de cerdos en Virginia usando mini kit de
ADN QIAamp (Qiagen) como se describe previamente (Huang et al.,
2010). Un volumen de muestra de 400 pl para suero y semen se usd
para extraer ADN con un eluido final de 50 ul de agua estéril.
Todas las muestras de ADN extraidas se almacenaron a -20°C hasta
la prueba PCR en tiempo real. La deteccidén de TTV porcinos en
estas muestras por PCR anidado convencional se ha descrito
previamente (Huang et al., 2010). E1 ADN total extraido de una
muestra de suero de cabra con el mismo procedimiento se usd como

el control negativo.

Ejemplo 7.
Ensayos PCR éuantitativos en tiempo real para SYBR verde
Se realizaron PCR en tiempo real especificos de PTTV1 y
PTTVZ2, respectivamente, usando kit de fluoresceina Y
SensiMix SYBR (Quantace Ltd) y el instrumento PCR en Tiempo

Real MyiQ iCYCLER (BIO-RAD Laboratories). Cada 25-upl de

- 000092
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reaccidn contiene 12.5 pl de Mezcla Maestra verde SYBR, 4 pl
de ADN extraido, 0.5 pl de cada cebador (10 nM) y 7.5 ul de
agua estéril. La condicién PCR para PTTV1 fue 10 min a 95°C
seguido por 40 ciclos de amplificacién (15 seg a 95°C, 30
seg a 59.4°C, 10 seg a 72°C). Esto se siguidé inmediatamente
por un analisis de punto de fusidn obtenido al incrementar
gradualmente la temperatura desde 55°C hasta 95°C con 1la
senal de fluorescencia siendo medida cada 0.5°C. La
condicidén PCR para PTTV2 fue el mismo como PTTV1 excepto que
la temperatura de combinacién de 1los pares de bases fue
56°C. Las plantillas estandares PTTV1l y PTTV2 se incluyeron
como controles positivos en cada corrida. Se llevaron a cabo
analisis de datos y amplificacién usando software MyiQ
System (BIO-RAD Laboratories). Todas las muestras se

corrieron por duplicado en la misma placa.

Ejemplo 8.

Especificidad y sensibilidad de dos ensayos de plexado
sencillo

Las temperaturas Optimas de combinacidén de los pares de
bases para amplificacién de ensayos especificos de PTTV1 vy
PTTV2 fueron 59.4°C y 56°C, respectivamente, como se
determina por una dilucién de 10 veces de amplificaciones
usando un gradiente de temperaturas de combinacién de pares
de bases. La -amplificacién del producto 118-bp usando
cebadores TTV1F/TTV1IR se obtuvo solamente como plantilla
PTTV]I mientras que la amplificacién del producto 200-bp con

plantilla PTTVZ2 sdélc se observé cuando se usaron cebadores
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T?VF4/TTVR4. Ningin ensayo proporciona ninguna amplificacién

cruzada de 1la otra, confirmando la especificad de 1los

ﬁéébadores y objetivos (datos no mostrados).

Una curva estandar PTTV1 se establecid sobre un
ibtervalo de concentraciones de ADN objetivas por 25 ul. El
intervalo lineal se mostrd para abarcar 4.4x10' hasta 4.4x10°
copias. El limite de deteccién minimo (44 copias) corresponde
a un ciclo de umbral (Ct) de 37.57. Las muestras probadas con
Ct>37.57 se consideraron como abajo del limite de deteccidn vy
no fueron cuantificables. Similarmente, una curva estéandar
PTTVZ‘se generdé y usd para detectar concentracidn de ADN en
el intervalo desde 8.6x10° hasta 8.6x10% copias por 25 ul de
reaccidén. E1 Ct correspondiente del limite de detecciédn
minimo (8.6 copias) fue 36.53. Todas las muestras que se
consideraron como PTTV1 o PTTV2 positivas tienen numeros de
coplas menores gque el limite de deteccidén maximo respectivo.

ILas curvas de fusidén usando una dilucidn de 10 veces de

plantilla estandar PTTVl1 o PTTVZ2 (Fig. 6a y 6b; curvas

azules), asi como 20 muestras de suero de cerdo, muestran
temperaturas de fusién (Tm) de 87.0°C para PTTV1 y 80.0°C
para PTTV2, respectivamente (Fig. 6a y 6b; curvas rojas). No
se observaron picos para los controles negativos usando agua
éstéril o ADN de suero de cabra como plantillas (Fig. 6a vy

7b; lineas negras).

00009¢



89

Ejemplo 9.

Cuantificacidn de TTV 1 y TTV2 porcino en muestras de suero y

semen de cerdo

L z . ' . .
p§f Se expresd la carga virica como numeros de copia de

genomas PTTV]1 o PTTVZ por ml de muestras de suero de cerdo

originales. El ADN de PTTVl se detectdé en todas las 20
; muestras de suero en el intervalo desde 1.91x10° hasta
3.25x10° copias/ml mientras que el ADN de PTTV2 se detectd en
10 19 muestras de suero (excepto #10) en el intervalo desde
3.59x107 hasta 1.39x10° copias/ml. El resultado fue
consistente para nuestro estudio previo al usar PCR anidado
convencional (Tabla 5). Ninguna de las muestras de semen
fueron PTTVl-positivas mientras que tres muestras de semen

~ﬁ5; fueron PTTV2-positivas con cargas viricas muy bajas (230, 244

y 357 copias/ml, respectivamente).

; Tabla 5. Comparacion de deteccidén de TTVs porcinos por diferentes
»
?!! ensayocs en 20 muestras de suero y 19 de semen de cerdos adultos

20 en una granja de Virginia.

Muestras |No. de positivo/ no total probado por ensayo
diferente |
PCR en | PCR PCR en | PCR PCR en
tiémpo anidado tiempo anidado | tiempo real
real PTTV1 real PTTVZ2 doble
PTTV1 PTTVZ2 PTTV1/PTTV2
j PTTV1 de|20/20 20/20 - - 20/20
‘ suero
PTTV2 de | - . 19/20 19/20 | 19/20
suero
000095
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PTTVI de|0/19 1/19 - Z z
sSuero
PTTV2 de | - - 3/19 3/19 -
suero

Ejemplo 10.

Ensayo PCR en tiempo real doble PTTV1/PTTVZ2

El ensayo PCR en tiempo real doble PTTV1/PTTV2 se realizd en
un sistema PCR de 25-pl que contiene 12.5 ul de Mezcla Maestra
verde SYBR, 0.5 upl de cada cebadores PTTV1, 0.5 ul de cada
cebadores PTTV2, 4 pul de ADN y 6.5 ul de agua estéril. La
condicidén PCR doble y andlisis del punto de fusidén fueron el
mismo como PTTV1 excepto que la temperatura de combinacidén de los
pares de bases fue 58°C. Los picos de fusién se analizaron para

distinguir los amplicones especificos de PTTV1 y PTTV2.

Ejemplo 11.

PCR anidado doble

Se realizé el PCR de primera ronda con una Supermezcla
Platinum PCR HiFi (Invitrogen) usando 4 ul de ADN extraido en un
volumen total de 50 pl. La condicién PCR fue 30 ciclos de 94°C
durante 30 seg, 55°C durante 30 seg, 72°C durante 30 seg con una
desnaturalizacién inicial del ADN de plantilla a 94°C durante 2
min. Una alicuota de 4-pl del producto PCR de primera ronda se
usdé para el PCR de segunda ronda con la misma condicidn vy
reactivos PCR. Un par de cebadores Plab-mF/Plab-mR se usdé en el

PCR de primera ronda mientras que una mezcla de dos pares de
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cebadores, Pla-nF/Pla-nR para deteccién de PTTVla, y Plb-nF/Plb-
nR para deteccidén de PTTV1b, se usaron en el PCR de segunda ronda
(Tabla 1). Los productos de amplificacidén se visualizaron por
electroforesis de gel en un gel de agarosa al 1% tefiido con

bromuro de etidio y dos bandas especificas para cada tipo se

diferenciaron por luz UV,

Ejemplo 12.

Construccidn de pldsmidos de expresioén PTTV1 y PTTVZ2 ORF

Las partes de terminal C de ORFl1 de PTTVl1a, PTTV1b y PTTVZcC
se amplificaron de 1los clones de ADN de longitud completa
respectivos (pSC-PTTVla, pSC-PTTV1b y pSC-PTTV2c; descritos en
cualquier 1lugar). Los fragmentos amplificados se esperaron para
codificar productos de proteina con 319 aa durante PTTVl1a (ORF1
aa posiciones 317-635 (SEQ ID NO:13); no de acceso al GenBank
GU456383), 318 aa para PTTV1b (ORFl aa posiciones 322-639 (SEQ ID
NO:14); no. de acceso al GenBank GU456384), y 316 aa para PTTVZc
(ORF1 aa posiciones 310-625 (SEQ ID NO:16); no. de acceso al
GenBank GU456386), respectivamente. Un fragmento truncado de
terminal C de PTTV1b que codifica 248 aa (ORFl aa posiciones 322-
569 (SEQ ID NO:14)) también se amplificé y usd como un control de
comparacién para andlisis SDS-PAGE. Todos los plésmidos se
construyeron por clonacidén de los productos PCR en un vector de
expresidn triple de E.coli/baculovirus/células mamiferas
pTriExl.1-Neo (Novagen) entre los sitios de restriccidén Ncol vy
Xhol para generar proteinas de fusidén etiquetadas 8 x His de
terminal C. Los cuatro plésmidos recombinantes se designaron

pTri-PTTV1a-ORF1l, pTri-PTTV1b-ORF1l, pTri-PTTV1b-ORFlctruc y pTri-
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PTTV2c-ORF1l. Todas las secuencias clonadas se confirmaron por

procesador por secuencia de ADN.

Ejemplo 13.

Expresidon de proteinas PTTV1 y PTTV2 recombinantes

Los cuatro plasmidos de expresidén se transformaron en
células competentes Rosetta 2 (DE3) placl (Novagen),
respectivamente, y las bacterias se colocaron en placas en placas
de agar LB que contienen 100 pg/ml de ampicilina durante la noche
a 37°C. Una colonia de transformacidn sencilla para cada
constructo se usd para inocular 3 ml de medio LB que contiene 100
ug/ml de ampicilina (LB/amp), y crecid 6-8 horas a 37°C. El
cultivo de 3 ml turbio para cada constructo iuego se usd para
hacer reservas bacterianas al agregar glicerol esterilizado de
filtro al 25%, y congelar el cultivo completamente a -80°C.
Antes de la purificacién, 10 ul de 1la reserva bacteriana
congelada para cada constructo se usd para inocular un cultivo
iniciador de 3 ml de LB/amp, y crecié durante 6-8 horas a 37°C.
Unos 100 ml de Medio TB Exprés Durante la Noche (Novagen) se

inocularon con el cultivo iniciador para inducir expresién de

proteina, y se hizo crecer 16-18 horas a 37°C. Después de la
incubacién, el cultivo de autoinduccidn se sometid a
centrifugacién a 3400 rpm durante 15 minutos a 4°C. E1l

sobrenadante resultante para cada constructo se descartd, y cada
uno de los peletizados bacterianos se reservd a -20°C hasta el

usoc.
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Ejemplo 14.

Purificacidn y didlisis de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes fueron insolubles y expresadas
dentro de los cuerpos de inclusidén bacterianos. Cada uno de los
peletizados bacterianos se tratd con BugBuster y rLysozyme de
acuerdo con el protocolo del fabricante (Novagen), y Nucleasa
Benzonasa (Novagen) se agregd para degradacidédn de ADN y ARN. Cada
uno de los peletizados del cuerpo de inclusidén se volvid a
suspender posteriormente con 840 ul de solucidén amortiguadora de
lisis (clorhidrato de Guanidina 6M, fosfato de sodio 0.1M, Tris-
Cloruro de 0.01M, imidazol 0.01M, pH 8.0), y congelé a -80°C
durante al menos 30 minutos. Luego se descongeld, diluyd éon
unos 2.5 ml adicionales de solucién amortiguadora de lisis y gird
suavemente durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los
sobrenadantes de lisado se recolectaron por centrifugacién a
15,000 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una mezcla
espesa de enlace HIS Ni-NTA al 50% (Novagen) se agregd a cada uno
de los sobrenadantes decantados, y las mezclas se agitaron
durante 60 minutos a temperatura ambiente para promover enlace
his-tag. Las mezclas de lisado/resina se cargaron en una columna
de cromatografia al vacio. Después del flujo inicial a través
de, unos 7 ml de solucidén amortiguadora de lisis se agregd a la
columna y se permitié fluir a través. Cada columna luego se lavd
2 veces con 7 mL de solucidén amortiguadora de lavado (Urea 8M,
fosfato de sodid 0.1M, cloruroc de sodio 0.15M, imidazol 0.02M, pH
8.0). La elucién de la proteina objetivo se alcanzdé al agregar 4

alicuotas de 1 ml separadas de solucidén amortiguadora de elucidn
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(Urea 8M, fosfato de sodio 0.05M, cloruro de sodio 1M, Imidazol
0.5M, pH 8.0) a la columna. Las cuatro fracciones de elucidn se
analizaron por SDS Page y Tincién con azul de Coomasie.

Las eluciones que contienen concentraciones importantes de
la proteina objetivo se inyectaron en un casete de didlisis 0.5ml
- 3ml con un corte de peso molecular de 20,000 (Pierce). Una
serie de 4 soluciones amortiguadoras de didlisis se usaron para
dialisis; solucidén amortiguadora de didlisis 1 (Urea 6M, fosfato
de sodio 0.05M, cloruro de sodio 0.8M, Imidazol 0.3M, pH 8.0),
solucidén amortiguadora de didlisis 2 (Urea 4M, fosfato de sodio
0.033M, cloruro de sodio 0.533M, Imidazol 0.2M, pH 8.0), solucidn
amortiguadora de dialisis 3 (Urea 2.67M, fosfato de sodio 0.022M,
cloruro de sodio 0.356M, Imidazol 0.133M, pH 8.0) y solucidn
amortiguadora de didlisis 4 (Urea 1.5M, fosfato de sodio 0.0148,
cloruro de sodio 0.237M, Imidazol 0.089M, pH 8.0). El casete de
dialisis se sumergié y gird secuencialmente en cada solucidn
amortiguadora de didlisis durante 6 horas a 4°C. Cuando la
didlisis se completd, las proteinas de fusidén etiquetadas His
recombinantes cada una se removidé de los casetes, cuantificadas

usando un NanoDrop vy congeladas a -80°C.

Ejemplo 15.
SDS-PAGE y Western blot etiquetado anti-His
Un western blot se desarrolld para detectar proteinas
recombinantes purificadas al usar un anticuerpo monoclonal
etiquetado anti-6 x His (Rockland). Los volumenes iguales de
cada una de las proteinas ORFl truncadas purificadas y LDS /

10% B-ME se mezclaron, e hirvieron a 95°C durante 10 minutos.
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Unos 10-ul de la muestra hervida se agregd a cada pozo
apropiado de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 4-12%

glnvitrogen), y se corridé en 200 volts durante 43 minutos en
i x solucidén amortiguadora de corrida MES (Invitrogen). Las
proteinas se transfectaron a una membrana PVDF (Bio-Rad)
usando un aparato de transferencia semi seco Trans blot y 1 x
de solucidn amortiguadora de transferencia (Invitrogen). Una
vez que la transferencia se completd, la membrana PVDF se
incubdé en solucidén amortiguadora de bloqueo Odyssey (Li-Cor)
a temperatura ambiente durante 1 hora. El Mab etiquetado
anti-6 x His se diluyd en 1:1000 en solucidén amortiguadora de
bloqueo Odyssey / tween 20 ‘al 0.2%, vy transfirié a la
membrana después de que se removidé la solucidn amortiguadora

de bloqueo Odyssey previa. El MAb se dejo en un balancin

para incubarse con la membrana durante ya sea 2 horas a

temperatura ambiente o 4°C durante la noche, y luego la

membrana se lavd 3 veces con solucidén amortiguadora salina
tris / tween 20 al 0.05% (TBS-T, Sigma). Un anticuerpo IRDye
800 IgG anti-conejo de cabra (Li-Cor) se diluyd en 1:5000 en
solucidén amortiguadora de bloqueo Odyssey / tween 20 al 0.2%
/ SDS al 0.1%. Se transfiridé a la membrana PVDF frescamente
lavada, vy se permitidé incubar durante 1 hora a temperatura

ambiente mientras se Dbalanced suavemente. La membrana se

‘lavé 3 veces con TBS-T, 1 vez con TBS y se formé en imagen

“con el Li-Cor Odyssey.
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Ejemplo 16.

Wéstern blot de suero

Un western Dblot de suero se desarrolld, y usd para
identificar contrecles de suero positivos y negativos para
desarrollo ELISA. Después del SDS-PAGE como se describe arriba,
las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF que se incubd
posteriormente en solucién amortiguadora de bloqueo Odyssey (Li-
Cor) a temperatura ambiente durante 1 hora. Una muestra de suero
seleccionada se diluydé en 1:100 en solucidén amortiguadora de
blogqueo Odyssey / tween 20 al 0.2%, y transfiridé a la membrana
después de que se removié la solucidédn amortiguadora de bloqueo
Odyssey previa. La muestra de suero se dejé en un balancin para
incubarse con la membrana durante 2 horas a temperatura ambiente,
y luego la membrana se lavdé 3 veces con solucidén amortiguadora
salina tris / tween 20 al 0.05% (TBS-T, Sigma). Un anticuerpo
IRDye 800 IgG anti-cerdo de cabra (Rockland) se diluyd en 1:2500
en solucidén amortiguadora de bloqueo Odyssey / tween 20 al 0.2% /
SDS al 0.1%. Se transfirié a la membrana PVDF frescamente
lavada, y se permitidé incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente mientras se balanced suavemente. La membrana se lavd 3
ieces con TBS-T, 1 vez con TBS y se formé en imagen con el Li-Cor

ddyssey.
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Ejemplo 17.

ELISA especifico de PTTVla, PTTVlb y PTTV2 indirecto

Las concentraciones optimas de los antigenos usados para
recubrir las placas y diluciones de antisuero y conjugados se
determinaron por titulacién de la tabla de revisién. E1 ELISA se
inicié al diluir cada una de las proteinas de fusién etiguetadas
His recombinantes purificadas (PTTVia, PTTV1b y PTTV2c,
respectivamente) a 680 ng/ml en 1x de solucién amortiguadora de
Recubrimiento de Carbonato (CCB) a un pH de 9.6, y placas ELISA
de enlace de medio de recubrimiento (Greiner) con 100 ul/pozo.
Las placas se recuperaron, y permitieron para incubar a 37°C
durante 2  horas. Después del recubrimiento, las proteinas
diluidas se removieron, y cada pozo se lavd 3 veces con 300 ul de
1 x TBS-T. La solucidén amortiguadora de Dbloqueo libre de
proteina (Pierce) luego se agregd en un volumen de 300 pl/pozo, vy
las placas se permitieron incubar a 37°C durante 1 hora.
Mientras tanto, en un bloque de dilucidén de 96 pozos, las
muestras de suero se diluyeron en 1:100 en 150 pul de soluciédn
amortiguadora de bloqueo libre de proteina. El blogue luego se
removid, y 100 pl de cada muestra de suero diluida se transfirid
para cada pozo correspondiente en las placas ELISA. Las placas
se permitieron incubar a 37°C durante 2 horas, después de lo cual
cada pozo se lavd 3 veces con 300 upul de TBS-T. Después, el
anticuerpo IgG anti-cerdo conjugado HRP (Rockland) se diluyd en
1:4000 en 12 ml de bloque libre de proteina, y 100 ul se agregd a

cada pozo de las placas. Esto se incubdé a 37°C durante 1 hora, y
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lﬁego cada pozo se lavé 3 veces con 300 pl de TBS-T. Con objeto
d?vdesarrollar el ELISA, 100 pl de Componente de Reserva 1 Sure
‘Biue (KPL) se agregd a cada pozo de las placas. Después de 20
minutos, 100 upl de HCL 1N se agregd a cada pozo para detener el

%5* desarrollo. Las placas luego se leyeron en 450 nm.

Ejemplo 18.

Andlisis de datos
Los sueros porcinos wusados en la investigacidén del
10 © cultivo celular de una compafiia comercial (fabricada en Nueva
Zelanda y considerada libre de todas las enfermedades OIE) se
usaron como un control positivo para los tres protocolos
‘%f ELISA debido a que el suero fueron todos los PTTV1la, PTTV1lb y
?PiPTTV2 positivos como se detecta por western blot de suero vy
leEmuestra valores OD altos (> 2.0). Inicialmente se usa suero

de cerdo gnotobidtico agrupado como un control negativo vya

sque fueron negativos en deteccidn western blot.
" Posteriormente, en comparacidn del suero de cerdo
:gnotobidético negativo, se seleccidén algun suero porcino

20 'recolectado de un <criadero de <cerdos <convencional en
Wisconsin. También fueron negativos en deteccidén western blot

‘y sus valores OD corresponden a aquellos de suero de cerdo

gnotobiético negativo. Estos sueros porcinos convencionales
Eselagruparon y usaron como un control negativo. El wvalor de
;orte para cada ELISA se calculd como el valor OD medio para
el ‘grupo de control negativo (n=4) mds 3 veces de la

desviacidén estandar.
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Ejemplo 19.

Construccidon de clones de ADN gendmicos de longitud completa de
TTVia, 1b y 2c porcino

Los fragmentos B y C de PCR del PTTVl1a-VA aislado US (no. de
acceso al GenBank GU456383) se volvieron a amplificar de 1los
constructos descritos previamente, y se ensamblaron
posteriormente en un ADN gendmico de longitud completa con un
sitio BamH I en los ambos extremos del genoma por PCR de traslape
usando la polimerasa de ADN de Fusién Herculase II (Stratagene)
en el vector pSC-B-amp/kan (Stratagene). El1 constructo resultante
se designé pSC-PTTVla (Fig. 17A). Usando la misma estrategia, el
clon pSC-PTTV1b (Fig. 17B}) originado del PTTV1b-VA aislado US
(no. de acceso al GenBank GU456384) y el clon pSC-PTTV2c (Fig.
17C) originado del PTTV2c-VA aislado US (no. de acceso al GenBank
GU456386) se construyeron con los mismos sitios de restriccidn
(BamH I) en el mismo vector de fondo. El TTV2-#471942-completo de
plédsmido (Fig. 17E) que contiene un ADN gendmico de longitud
completa originado de un aislado TTVZ2 porcino patogénico de
Alemania. TTV2-#471942 fue un regalo del Dr. Andreas Gallei
(BIVI, Alemania). TTV2-#471942 se clasificdé en el TTV porcino
subtipo 2b Jjunto con el PTTV1b-VA aislado US basado en el

analisis filogenético (datos no mostrados).
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Ejemplo 20.

Construccién de clones de ADN dimerizados por tdndem de TTV2b y
Z2c porcino

El genoma PTTV2c de longitud completa se elimina del clon
pSC-PTTVZc por digestidén BamH I, purifica y liga para formar
concatémeros. Los concatémeros ligados se clonaron en el vector
BamH I-pre-digerido pSC-B-amp/kan para producir un clon de ADN
dimerizado por tandem, pSC-2PTTV2c-RR (Fig. 1D). Similarmente, un
clon de ADN dimerizado por téandem, pSC-2PTTV2b-RR, se generd del
clon TTV2-#471942-completo usando sitios de restriccién EcoR V

(Fig. 1F).

Ejemplo 21.

Generacidn de anticuerpos policlonales anti-ORF1 especificos de
PTTVlia, PTTVib y PTTVZ

El producto que <codifica ORFl1 es 1la proteina céapsida
supuesta de TTV. Para generar anticuerpodos policlonales anti-ORF1
especificos de PTTVl1a, PTTVlb y PTTV2 para detectar la expresiédn
de proteinas ORF1 PTTV y para determinar la infectividad de
clones de ADN PTTV, las tres proteinas ORF1l de PTTVla, PTTVl1b vy
PTTVZ2c se expresaron en E.coli, purificaron y se wusaron
posteriormente para inmunizar conejos blancos de Nueva Zelanda,
respectivamente, como un servicio de produccidén de anticuerpo de
costumbre en Rockland Immunochemicals (Gilbertsville, PA). Cada

anticuerpo policlonal anti-ORFl1 se produjo de suero de conejos

inmunizados. : 000105
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Ejemplo 22.

Transfeccicén in vitro de clones infecciosos PTTV

Se sembraron células PK-15 en 2x10° células por pozo en una
placa de 6 pozos y se hicieron crecer hasta 60%-70% de
confluencia antes de la transfeccién. Los clones de ADN pSC-
2PTTVZ2b-RR 'y pSC-2PTTV2c-RR se transfectaron directamente en
células PK-15, respectivamente, usando Lipofectamina LTX
(Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Para
clones pSC-PTTVla, pSC-PTTV2c y TTV2-#471942-completo, sus
concatémeros ligados, producidos como se describe arriba, se
usaron para transfecciédn, respectivamente. Las células se
cultivaron durante 3 hasta 5 dias, y luego se aplicaron a un
ensayo de inmunofluorescencia (IFA) para detectar la expresidén de
ORF1 de TTVs porcinos. Alternativamente, las células
transfectadas se pasaron en placas de 6 pozos nuevas y

continuaron para cultivo durante 3 dias antes de la deteccidn

IFA.

Ejemplo 23.
. Ensayo de inmunofluorescencia (IFA)
Las células transfectadas o pasadas se lavaron 2 veces con

PBS y fijaron con acetona. Quinientos microlitros de 1los

R OB TR

- anticuerpos, especificos para PTTVla o PTTV2 en dilucién 1:500 en

5?PBS, se agregarcn sobre las células e incubaron durante 1 hora a

&&emperatura amblente. Las células se lavaron 3 veces con PBS vy
500 pl de IgG anti-conejo de cabra etiquetado Alexa Fluor 488 o

fojo Texas (Invitrogen) en dilucién 1:200 luego se agregd.
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Después de 1 hora de incubacién a temperatura ambiente y lavado
con PBS, las células se tifieron con 500 pl DAPI (KPL, Inc.) en
dilucién 1:1000 y se visualizaron bajo un microscopio de
fluorescencia.
Ejemplo 24.

Inoculacidén in vivo de cerdos convencionales con los clones TTVZ2
porcino dimerizados con tdndem.

Se realizdé un estudio de inoculacidén en cerdos para
determinar las infectividades de 1los dos clones TTV2 porcino
dimerizados con tandem: pSC-2TTV2b-RR y pSC-2TTV2c-RR.
Brevemente, ocho cerdos convencionales de 4 semanas de edad que
fueron seronegativos y negativos de ADN virico para TTV2 porcino
se asignaron aleatoriamente en dos grupos de cuatro cada uno.
Cada grupo de cerdos se alojd separadamente y mantuvo bajo
condiciones gque cumplen todos los requerimientos del Comité
Institucional en el Cuidado y Uso Animal.

Todos 1los cerdos en <cada grupo se inyectaron por una
combinacién de tanto la ruta intramuscular como ruta intra-
ganglio. Los cuatro cerdos (nos. 181, 189, 192 y 193) se
inyectaron cada uno con 200 upg del ADN pléasmido pSC-2TTV2b-RR
mientras que otros cuatro cerdos (nos. 92, 180, 188 y 191) se
inocularon cada uno con 200 pug del clon pSC-2TTV2c-RR. Los cerdos
se vigilaron diariamente para signos clinicos de enfermedad para
un total de 28 dias. Todos los cerdos se les aplico la necropsia
en 28 dias después de la inoculacién.

Aunque la presente invencidén se ha ilustrado por descripciédn
de varias modalicdades y aunque las modalidades ilustrativas se

han descrito en detalle, no es la intencidén de los solicitantes
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restringir o de ninguna manera limitar el alcance de las
reivindicaciones anexas para tal detalle. Las modificaciones
adicionales facilmente aparecerdn para aquellos experimentados en
la técnica. La invencidén en sus aspectos més amplios por lo tanto
no se limita a los detalles especificos, aparatos y métodos
fepresentativos, y los ejemplos ilustrativos se muestran vy
describe. En consecuencia, las salidas pueden hacerse de tales

detalles sin alejarse del espiritu o alcance del concepto

inventivo general de los solicitantes.

NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencidén, se considera como
novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad lo contenido en

las siguientes:
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de &cido nucleico infecciosa de virus Torque
teno porcino (PTTV) caracterizada porque comprende una molécula
de &cido nucleico que codifica un PTTV infeccioso que contiene al
menos una copia de secuencia gendémica que tiene al menos 85% de
homologia con una secuencia gendmica seleccionada del grupo que
consiste de PTTV1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA.

2. La molécula de &cido nucleico infecciosa de conformidad
con la reivindicacidén 1, caracterizada porque al menos una copia
de secuencia gendmica que tiene al menos 95% de homologia con la
secuencia gendmica es seleccionada del grupo que consiste de
PTTVla—VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTVZ2c-VA.

3. La molécula de &cido nucleico infecciosa de conformidad
con la reivindicacidén 1, caracterizada porque la secuencia
gendémica se selecciona de secuencias establecidas en SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, y SEQ ID NO:12.
| 4. Un plédsmido bioldgicamente funcional o vector virico
caracterizado porque contiene la molécula de 4&cido nucleico
infecciosa de conformidad con la reivindicacidén 3.

5. El plésmido bioldégicamente funcional o vector virico de
ponformidad con la reivindicacidén 4, caracterizado porque
;ontiene mas de una copia de la molécula de &cido nucleico
“gnfecciosa.

6. Una <célula hospedera apropiada transfectada por el
vector, caracterizada porque comprende la molécula de &cido

nucleico infecciosa de conformidad con la reivindicacién 4.
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7. Un PTTV infeccioso, no virulento producido por células
caracterizado porque contiene la molécula de &cido nucleico
infecciosa de conformidad con la reivindicacién 6.

8. Una vacuna caracterizada porque comprende un portador
fisioldégicamente aceptable, no téxico y una cantidad inmunogénica
de un miembro seleccionado del grupo que consiste de:

(a) una molécula de &cido nucleico que contiene al menos una
copia de secuencia gendmica que tiene al menos 80% de homologia
con una secuencia gendmica seleccionada del grupo que consiste de
genotipos PTTV o subtipos PTTVl1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, vy
PTTVZ2c-VA, o su hebra complementaria;

(b) un plésmido bioldégicamente funcional o vector virico que
contiene una molécula de &cido nucleico que contiene al menos una
copia de secuencia gendmica que tiene al menos 80% de homologia
con una secuencia gendmica seleccionada del grupo que consiste de
genotipos PTTV o subtipos PTTVla-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, vy
PTTV2c-VA, o su hebra complementaria;

(c) un virus Torque teno porcino no patogénico infeccioso,
no virulento, que se deriva de y contiene una secuencia gendmica
que tiene al menos 85% de homologia con una secuencia gendmica
seleccionada del grupo gue consiste de genotipos PTTV o subtipos
PTTV1la-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA; vy

(d) un fragmento inmunogénico de una secuencia de
polipéptido o una proteina completa traducida de acuerdo con una
secuencia de polinucleétido seleccionada del grupo que consiste
de ORF1, ORF2, ORF1/1l, y ORF2/2 de genotipos PTTV o subtipos

PTTVla-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA.
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9. La vacuna de conformidad con la reivindicacién 8,
caracterizada porque la vacuna contiene virus PTTV vivo.

10. La vacuna de conformidad con 1la reivindicacién 8,
caracterizada porque la vacuna contiene virus PTTV exterminados.

11. La vacuna de conformidad con la reivindicacién 8,
caracterizada porque el fragmento inmunogénicoc de una secuencia
de polipéptido o una proteina completa que comprende proteinas
recombinantes expresadas por baculovirus o expresadas bacterianas
purificadas expresadas de ORFl, ORF2, ORF1/1 y ORF2/2 de
genotipos PTTV o subtipos PTTV1a-VA, PTTV1ib-VA, PTTV2b-VA, vy
PTTV2c-VA.

12. La wvacuna de conformidad con la reivindicacién 11,
caracterizada porque el fragmento inmunogénico de una secuencia
de polipéptido o una proteina completa que comprende proteinas
recombinantes expresadas por baculovirus o expresadas bacterianas
purificadas expresadas de ORF1l de genotipos PTTV o subtipos
PTTVl1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA.

13. La wvacuna de conformidad con la reivindicacién 8,
caracterizada porque ademds contiene un adyuvante.

14. Un método para inmunizar un cerdo contra infecciédn
virica PTTV, caracterizado porque comprende administrar a un
cerdo una cantidad inmunoldgicamente efectiva de la vacuna de
conformidad con la reivindicacidén 8.

15. E1 método de conformidad con la reivindicacién 14,
caracterizado porque comprende administrar la vacuna

parenteralmente, intranasalmente, intradérmicamente, 0

transdérmica al cerdo.
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16. El método de conformidad con la reivindicacién 14,
caracterizado porque comprende administrar la vacuna por via
intralinfoide o intramuscular al cerdo.

17. Un polinucleétido aislado caracterizado porque consiste
de una secuencia de acido polinucleico que tiene 85% de homologia
con una secuencia de nucledétidos de PTTVl1a-VA establecida en la
SEQ ID NO:9.

18. El1 polinucledétido aislado de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque la secuencia de &cido
polinucleico que tiene 95% de homologia con la secuencia de
nucledtidos de PTTVla-VA establecida en SEQ ID NO:9.

19. El polinucleétido aislado de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque la secuencia de &cido
polinucleico consiste de la secuencia de nucledétidos de PTTVl1a-VA
establecida en SEQ ID NO:9.

20. Un polinucledétido aislado caracterizado porque consiste
de una secuencia de acido polinucleico que tiene 85% de homologia
con una secuencia de nucledétidos de PTTV1b-VA establecida en SEQ
ID NO:10.

21. El1 polinucledétido aislado de conformidad con la
reivindicacidén 20, caracterizado porque la secuencia de é&cido
polinucleico que tiene 95% de homologia con la secuencia de
nucleétidos de PTTV1b-VA establecida en SEQ ID NO:10.

22. El1 polinucledétido aislado de conformidad <con la
reivindicacién 20, caracterizado porque la secuencia de A&cido
polinucleico consiste de la secuencia de nucledtidos de PTTV1b-VA

establecida en SEQ ID NO:10.
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23. Un polinucleétido aislado caracterizado porque consiste

:de una secuencia de &cido polinucleico que tiene 85% de homologia
' con una secuencia de nucledétidos de PTTV2b-VA establecida en SEQ
f;ID NO:11.

24. El polinucleétido aislado de conformidad «con la

isreivindicacidén 23, caracterizado porque la secuencia de é&cido

 fpolinucleico que tiene 95% de homologia con 1la secuencia de
4 o nucledtidos de PTTV2b-VA establecida en SEQ ID NO:11.
| 7 25. El polinucledétido aislado de conformidad con la
reivindicacién 23, caracterizado porque la secuencia de acido
polinucleico consiste de la secuencia de nucledétidos de PTTV2b-VA
~establecida en SEQ ID NO:11.
26. Un polinucledétido aislado caracterizado porque consiste
:‘de una secuencia de acido polinucleico que tiene 85% de homologia
con una secuencia de nucledtidos de PTTV2c-VA establecida en SEQ
ID NO:12.
27. El polinucledtido aislado de conformidad c¢con 1la
reivindicacidn 23, caracterizado porque 1la secuencia de acido
’ polinucleico que tiene 95% de homologia con la secuencia de
‘nucledtidos de PTTV2c-VA establecida en SEQ ID NO:12.
28. El1 polinucleétido aislado de conformidad con la
éareivindicacién 23, caracterizado porgque la secuencia de acido

~polinucleico consiste de la secuencia de nucledtidos de PTTVZc-VA

el L

;;éstablecida en SEQ ID NO:12.
| 29. Una vacuna caracterizada porque comprende un fragmento
ffiﬁmunogenético de una secuencia de polipéptido o una proteina
completa traducida de acuerdo con una secuencia de polinucledtido

seleccionada del grupo que consiste de ORF1l, ORF2, ORF1l/1l, vy
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ORF2/2 de genotipos PTTV o subtipos PTTVl1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-
VA, y PTTV2c-VA.

30. La vacuna de conformidad con la reivindicacién 29,
caracterizada porque el fragmento inmunogénico o proteina
completa es una proteina cépsida de genotipos PTTV o subtipos
PTTV1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA.

31. La vacuna de conformidad con la reivindicacién 29,
caracterizada porque la secuencia de polinucledtido es
seleccionada del grupo que consiste de ORFl de genotipos PTTV o
subtipos PTTV1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA.

32. La vacuna de conformidad con la reivindicacién 31,
caracterizada porque la secuencia de polinucleétido es ORF1 del
genotipo PTTV PTTVl1a-VA.

33. La vacuna de conformidad con la reivindicacién 31,
caracterizada porque la secuencia de polinucledétido es ORF1 del
genotipo PTTV PTTV1b-VA.

34. La vacuna de conformidad con 1la reivindicacién 31,
caracterizada porque la secuencia de polinuclebétido es ORF1l de
subtipo PTTV PTTV2c-VA.

35. La vacuna de conformidad con 1la reivindicacidén 29,
caracterizada porque la secuencia de polipéptido es seleccionada
del grupc que consiste de la secuencia establecida en SEQ 1ID
No:13, SEQ ID No:14, SEQ ID No:15, SEQ ID No:16, SEQ ID No:17,
SEQ ID No:18, SEQ ID No:19, SEQ ID No:20, SEQ ID No:21, SEQ ID
No:22, SEQ ID No:23, SEQ ID No:24, SEQ ID No:25, SEQ ID No:26,

SEQ ID No:27, y SEQ ID No:28.
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36. La wvacuna de
caracterizada porque la
en SEQ ID No:13.

37. La vacuna de
caracterizada porque la
terminal C (aa 317-635)
38. La wvacuna de
caracterizada porque la
en SEQ ID No:14.

39. La wvacuna de
caracterizada porque la
terminal C (aa 322-639)
40. La wvacuna de
caracterizada porque la
en SEQ ID No:16.

41. La wvacuna de
caracterizada porque la
terminal C (aa 310-625)
42. La vacuna de
caracterizada porque la
en SEQ ID No:20.

43. La vacuna de

110

conformidad

secuencia de

conformidad

secuencia de

de SEQ ID No:

conformidad

secuencia de

conformidad

secuencia de

de SEQ ID No:

conformidad

secuencia de

conformidad

con la reivindicacidén 35,

polipéptido estd establecida
con la reilvindicacidén 36,
polipéptido es una regidn de
13.

con la reivindicacidén 35,
polipéptido estd establecida
con la reivindicacidén 38,
polipéptido es una regidn de
14.

con la reivindicacién 35,
polipéptido estd establecida

con la reivindicacidén 40,

secuencia de polipéptido es la regidn de

de SEQ ID No:

conformidad

secuencia de

conformidad

16.
con la reivindicacién 35,
polipéptido estd establecida

con la reivindicacidén 29,

caracterizada porque ademds contiene un adyuvante.

44. Un método para

virica PTTV,

inmunizar

caracterizado porque

un cerdo contra infeccidn

comprende administrar a un

cerdo una cantidad inmunolégicamente efectiva de la vacuna de

conformidad con la reivindicacidén 29.
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45. El método de conformidad con la reivindicacién 44,

i. caracterizado porque comprende administrar el fragmento

| inmunogenético o proteina completa para un cerdo.

46. El1 método de conformidad con la reivindicacién 44,

|, cCaracterizado porque comprende administrar la vacuna
" parenteralmente, intranasalmente, intradérmicamente, 0

. transdérmicamente al cerdo.

47. El método de conformidad con 1la reivindicacidén 44,
caracterizado porque comprende administrar la vacuna por via
intralinfoide o intramuscular al cerdo.

48. Un método para diagnosticar infeccién PTTV1 Y
cuantificacidén de carga PTTV1, caracterizado porque comprende:

extraer el ADN de una muestra sospechada de infeccidén PTTVI1;

realizar reaccidén en cadena de polimerasa (PCR) wusando

cebadores que comprenden las secuencias establecidas en SEQ 1ID

' NO:29 y SEQ ID NO:30; vy

detectar amplificacidén especifica PTTV1.

49. El1 método de conformidad con la reivindicacidén 48,
caracterizado porque la reaccién en cadena de polimerasa es una
PCR en tiempo real verde SYBR.

50. Un método para diagnosticar infeccidén  PTTV2 y
cuantificacidén de carga PTTV2, caracterizado porque comprende:

extraer el ADN de una muestra sospechada de infeccidn PTTV2;

realizar la reaccidn en cadena de polimerasa (PCR) usando

. cebadores que comprenden las secuencias establecidas en SEQ ID

NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31 y SEQ ID NO:32; vy

detectar amplificacidn especifica de PTTV2.

000117



10

G T

20

112
51. El método de conformidad con 1la reivindicacién 50,
caracterizado porque la reaccidén en cadena de polimerasa es una
PCR en tiempo real por SYBR verde.

52. Un método para detectar y diagnosticar simultdneamente

.ﬁnfeccién por PTTV1 y PTTV2, caracterizado porque comprende:

extraer ADN de una muestra sospechosa de infeccidén por PTTV;

realizar la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) usando
cebadores que comprenden las secuencias establecidas en SEQ 1ID
NO:31 y SEQ ID NO:32; vy

detectar amplificacién especifica de PTTV1 y PTTV2.

53. El1 método de conformidad con 1la reivindicacidén 52,
caracterizado porque la reaccidén en cadena de polimerasa es una
PCR en tiempo real por SYBR verde.

54. Un método para detectar y diagnosticar simulténeamente
infeccidén por PTTV1a y PTTV1b, caracterizado porque comprende:

extraer el ADN de una muestra sospechosa de infeccidén PTTVI;

realizar una primera reaccidén en cadena de polimerasa (PCR)
usando cebadores que comprenden las secuencias establecidas en
SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:34;

realizar una segunda PCR usando cebadores que comprenden las
secuencias establecidas en SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ 1ID
NO:37, y SEQ ID NO:38; y

detectar amplificacién especifica de PTTVla y PTTV1b.

55. Un método para diagnosticar infeccién por PTTV,
%%aracterizado porque comprende

inmovilizar wun fragmento inmunogenético o una proteina
completa de una secuencia de polipéptido traducida de acuerdo con

una secuencia de polinucleétido seleccionada del grupo que
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consiste de ORF1l, ORF2, ORF1/1, y ORF2/2 de subtipos PTTV PTTVla-
VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA;

poner en contacto wuna nmuestra de suero de un cerdo
sospechoso de infeccién PTTV con el fragmento inmunogenético
inmovilizado o proteina completa; y

detectar el anticuerpo capturado especifico para el
fragmento inmunogenético.

56. El método de conformidad con 1la reivindicacidén 55,
caracterizado porque la secuencia de polinucledtido es
seleccionada del grupo que consiste de ORFl de genotipos PTTV o
subtipos PTTVl1a-VA, PTTV1b-VA, PTTV2b-VA, y PTTV2c-VA.

57. La wvacuna de conformidad con la reivindicacidén 56,
caracterizada porque la secuencia de polinucledétido es ORF1 del
genotipo PTTV PTTVl1a-VA.

58. El método de conformidad con la reivindicacién 56,
caracterizado porque la secuencia de polinucledétido es ORF1 del
genotipo PTTV PTTV1b-VA.

59. El método de conformidad con la reivindicacidén 56,
caracterizada porque la secuencia de polinucledétido es ORF1l de
subtipo de PTTV, PTTV2c-VA.

60. El método de conformidad con 1la reivindicacién 55,
caracterizado porque la secuencia de polipéptido es seleccionada
del grupo que consiste de la secuencia establecida en SEQ 1ID
No:13, SEQ ID No:14, SEQ ID No:15, SEQ ID No:16, SEQ ID No:17,
SEQ ID No:18, SEQ ID No:19, SEQ ID No:20, SEQ ID No:21, SEQ ID
No:22, SEQ ID No:23, SEQ ID No:24, SEQ ID No:25, SEQ ID No:26,

SEQ ID No:27, y SEQ ID No:28.
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6l. El método de conformidad con la reivindicacién 60,
caracterizado porque la secuencia de polipéptido estd establecida

en SEQ ID No:13.

62. La vacuna de conformidad con 1la reivindicacién 60,

j‘caracterizada porque la secuencia de polipéptido estéd establecida

;»ifen SEQ ID No:16.

63. La vacuna de conformidad con la reivindicacién 62,
caracterizada porque el fragmento inmunogenético es la regidn de
terminal C (aa 317-635) de SEQ ID No:13, (aa 322-639) de SEQ ID
No:14, o (aa 310-625) of SEQ ID No:16.

64. La vacuna de conformidad con la reivindicacién 60,
caracterizada porque la secuencia de polipéptido esta establecida
en SEQ ID No:20.

65. El método de conformidad con 1la reivindicacién 55,
caracterizado porque el anticuerpo capturado detectado es por
medio de Western blot.

66. El método de conformidad con la reivindicacidén 55,
caracterizado porque el anticuerpo capturado detectado es por

medio de ensayo inmunosorbente ligado a la enzima (ELISA).
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Torque teno virus
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gcagaaacca
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ggggcctatce
ctggttggaa
ccacctatgg
agaaagagac
agacgatggc
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tgggacactg
gtgcagtacg
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gacttctgca
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aaacagagtg
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ttagcaatag
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aaaaacagtg
gaggaggttg
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acggagcgtt
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gtcctcattt
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gctggcacga
ccgatggaga
gagaagacgt
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gagagtaaag
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ttggtcaaag
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gggagataat
aatcatatac
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ggtatcecgeg
acacacccca
actgctgect
cttctcagag
agtatcacga
atcagacgca
cgacgaatgg
caataaaaaa
gcttgecceee
gagtgagtgce
ggccgtgget
aactatggcc
ggccctecect

ggggggctge

<210> 11
<211>
<212>
<213>

ADN
<400> 11

taatgacagg
ataaaccaca
cctaaccaca
cctcattaga
agtgcgcaga
tctaaccgee
ggcggtaatc
actgcgcgcea
ttacagacgce
gagacgctac
gagacggagg
catagagggc
aaggctaaac
aaatttattc
ggagtttgct

tatagtaaca

2750

atcectgeat
aattcgccgg
cttccagaac
gggacgcgga
gtgccgaaag
gaaggaggac
accacaagcg
caaaaaaaac
ccgtaagegg
gggacatccce
cgaccctege
gagcatgggyg
acaccceecc

gceccceecca

gttcaccgga
aactattaca
ggaaactttg
ataagaaaag
cgaatggctg
tgggcgggtyg
cagcggaact
cggattattc
tatcgccgac
tttcgatatc
aggaaagctc
ttctggcegt
ggactgattt
catgaaaaat
agatttttaa

tgggaccaaqg

tgatacacca
aaagggcegga
cctcagtgcea
aaagaaagga
ctctactgag
ctggaagcga
acagcgactt
gctaaacagt
ggttaccgca
gtgtaatggce
acaacactgc
ggggctccge

atggggggct

aaccccecectt

Torque teno virus
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aaccaatcag
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tgcgactgta
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tcacgggtygy
taaactggag
gaggaaaatt

acataccctg

gcctatcectg
atgctcacgg
gatacaccca
gaggaaaccg
ggagatggat
ctcagacgga
cattgatacc
gtccgectat
ctaactcecct
tacataacta
aggtaggggg
cccecccaac
gccgecceccee

gcceggggcet

aattacagct
ataaattaag
gaaataaatc
aaacacttcc
gctggtggta
tgagagcgga
ccatggaaga
aaaacccgaa
accgacacgg
cgctectege
atggttccct
acactggttc
aggatgtgac
aaatatatgg
ttacttcttce

taaaccgcetce

tgccgeagte
aaacagaccyg
ccgaagcagc
aggaaaccgc
cgtctgatga
tggtcagaca
cccataagag
tagtgggagyg
gccaagtgaa
cceggetttg
cgcaattggg
ccceecggtyg
aaaccceccyg

gtgcceegga

aaaaccacaa
aaataaatta
tcattggctg
tcttttagag
gacacgaaca
gtcaaggggce
aagatggctg
aaaacatctt
agatggaggc
cgccgecgea
cctagcegga
cgtacctgtc
tggactcaat
acagcttcta
agacacccct

ccatatcaaa

aggaagtgtt
ttggggtatc
gcaaagtgca
gtcatcgtec
tgaagagaca
gcagcttgac
aaagatgcct
gtcecgggggg
actcggggac
cttcgacagt
atcgttagaa
ggggggccaa
cgtcggatgg

ccccece

tcataacaca
cacataacca
ggccagaagt
tatataagta
gagctgagtg
ctatcgggea
acggtagcgt
gaaaaatgcc
accggaggtg
caaaggtaag
gaacctgcct
tcectatgag
ggagtttaca
atgtaggcat
ggagaagcta

acttacaacc

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2875

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900

960 . 000]58



tctattaatg
gaacagaaaa
gtggagacta

agacctgtca
tgaagctagt

ctatgacaca
caatccagga
agatcatata
agaacaagat
Cccctaaatca
agcagggage
agcttatgea
atggccagga
actcagagga
tgaatgcaca
tacaaacgac
tgcttttaaa
tcccagceace
ccccgcecaag
tagaacagat
ggcgtaccca
gagcgttatc
gcaccacaag
gaaaacactg
cacatggaaa
gctaaaaaat
ctatttttcc
gggggggcaa
ggggcggage
ggaaaccccce
<210> 12

<211>
<212>

<213>
<400> 12

ADN

2803

ctcctcaaaa
caaaaaccag
agcagagaac

gaaccatggt
aaacacagtg

ggcgtgggaa
gacatggcta
gaaatggtaa
ataaaaaaac
aaaaaattaa
aaccaaaaca
ggatccagaa
gatcaaaact
ctttgtgtat
atgctctect
Ccaaaatatt
tttcagtggg
ataccatgtc
gtacaaaaca
actctcaaaa
ctccttggac
tcaagcacga
ccaagcaagce
tgatagataa
aattcatgca
ccctcaataa
tacacccctt
gceceeceecece
ccccgcacee

cctcaacccce

aacagcataa
ttacattaaa
tctcaaaaat

tagaaggctg
gcagatggtc

acgcagtcta
cacagtttgt
acgaaggatg
tagcacatga
aaataggagt
gtgtacttca
taccaggcege
ggccacccac
taagagataa
tatttggacc
ttaggcctga
gaggacatqgg
cctttgaacc
cagtcctcaa
gacttctcga
aaaaaacaga
gcagtggatc
gacgactcct
atacagaaac
actacacata
actttacttt
caaaatggcg

gggggttgag

cccatgecggg

CCgcgggggy

Torque teno virus

tcatgacagqg gttcaccgga agggctgcaa

attagtcctc
attcaggcct
acccttaata

gggaaatgct
caactggaca

cgttatttta
aacaggctca
gccttactgg
ccaagatata
cataggatgg
aacgccagaa
aggatctatc
aaaccaagac
catgaaacta
atttgttgaa
actaaaggac
caccgaaaga
¢ggggaacgg
cccttgggac
actccccaca
gaaagagcca
ctctcaagaa
caagcacctc
ctagcagacc
caaaacatac
tctgattaat
ggaggaacac
ggggggtttce
ggctecgece

caagccceceee

aattacagct

tctcaaaaag
ccaccaaaat
agactaggaa

ttttacagtg
caaatgaaat

ctgaaaaaag
ggacaaéacc
ctattttttt
gtcagagaat
gccagcagta
gcaatacaag
acaaatttat
caaaccaatt
ggagcacaag
aaagcaaaca
tacaacgtag
tttaaaacaa
taccaccacg
tatgactgtg
gagacggagg
ttatcagact
gaagagacgc
cagcgggtgg
cctcactcaa
aagaaataag
agcggcectec
aaaatggcgg
cceceectece
cctgcaccee

tgcacccecce

aaaaccacaa

attgcaaccc
taacatcaca
taagtctcat

tactaggata
atttttggat

acgtgagtga
cagacgcaat

atggacaatc

atgccagaga

actacacaac
gtggatatgt
ttcaaatggg
ttaactgggg
agctagacga
cagcttttgce
taatgaaata
ccatcggaga
gggtacaaga
acgggattgt
agacggagaa
ccgacgaaga
agagacgaaa
taaagaggat
tgtcacagga
agctaaaaat
tgtgtccaat
agggactaag
cccggtgeag

cgggaggggg

gtctaacaca

1020
1080
1140

1200
1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2750

60" 000157



o

ataaaccaca
ccaaaccaca
caggaaactg
gaataataaa
gacgaatggc
cctgggeggg
tccagcggaa
cacggattat
gctatcgcecag
tctttegata
ggagaaaagc
gcttetggee
acggactcat
accatgaaaa
ctagattttt
cttgggacca
tgctattaaa
gacaaaaacc
taagcagaga
cagaaccatg
gtaaacactc
caggagtagg
gggcaatggc
tcgaacaaat
acataaaaaa
ctaaaaaatt
gctcacaaaa
caggctcaaa
gagaccaaaa
gactctgtat
caatgctcac
accctaaata

aatttcagtg

aagtattaca
ggaaacctac
tgcaaaaaag
agaaccaatc
tgagtttatg
tgcecggagcet
ccgggeccece
tctgeggatg
acgccgaagqg
tcggtatcga
tccggtcata
gttgagctac
tttcacgggt
acttaactgg
aagaggaaaa
agacattcct
aaaacaacat
agtaacttta
actagcaaaa
gttagaaggc
agggagatgg
aaatgcagtt
aacaaaattt
aaatgaagga
attagcacac
aaaaatagga
tcaaacacca
aatacaagga
ttggccacct
aatgagagat
actttttgga

cttcagacca

gggaggccac

ggaaactgca
acataaccac
gggaaataaa
agaagaactt
ccgetggtgg
cctgagagcg
ctcgatggaa
taaagacccg
agaccgacac
cgcgctectce
caatggttcc
ggacactggt
ggcggttgtyg
agaaatatat
ttttacttct
tgcaaacctt
aaacttgtac
aaaataagac
atgccacttg
tggggaaatg
tcaaactgga
tatgtcattt
gtaactggac
tggccttact
gatcaagaaa
gtgataggat
caaacaccag
gcaggagcaa
ctaaatagag
aatatgaaac
ccttttgtgg
gaactcaaag

ggaaccgaaa

ataaatttag
caaaccacag
ttctattggce
cctettttag
tagacacgaa
gagtcaaggg
gaaagatggc
aaaaaacacc
ggagatggag
gccgecgecy
ctcctageeg
tcecgtacctg
actggacaca
ggacagcttc
tcagacaccc
taccatacca
tatctcaaaa
ctccaccaaa
tcagactagg
ctttttacag
cacaaataaa
tattaaaaca
caggacaaca
ggcttttctt
tagcaaggga
gggctagcag
aagccataca
ttacaaactt
aacaaacaaa
tgggagctca
aaaaagcaaa
actataacat

gattcaaaac

aaatagatta
gaaacataac
tgggcctgaa
agtatataag
cagagctgag
gcttatcggg
tgacggtagce
ttgaaaaatg
gcaccggagg
cacaaaggta
gaggacctgc
tcteectatg
gtggagttta
taatgttggce
ctggagaagc
aaacttacat
agactgtaat
attaacatca
agtcagtcta
cgtactggga
atacttctgg
agaggtggat
cccagatgcc
ttacggacag
atatgcaaac
taactttaca
aggaggatac
atacacagat
ctttaactgg
agaactagat
cacagctttt
agtaatgaaa

aaccatcgga

cacataacca
caccaaacca
gtcctcatta
taagtgcgcea
tgtctaaccg
caggcggtaa
gtactgcgcec
ccttacagac
tggagacgct
aggagacgga
ctcatagagg
agaaggctga
caaaacttat
atggaatttg
tatattatta
ccactactta
ccaaacagaa
cagtggagat
atagacctct
tatgaagcta
atatatgaca
gataatccag
atagacagga
tcagaacaag
aatccaaaat
acagcaggea
gtagcatatg
gcatggcegg
ggcttaagag
gatgaatgta
gctacaaatg
tatgccettta

gatcccagcea

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

00658



cggggtacaa
tgacgggatt
ggagacggag
ctccgacgaa
gcagagaaga
ggtaaagaga
aatgtcacag
agagctaaaa
cctgtgtecca
ggaggaaact
cceceeeggtg

cceegggagy

ccc

gaccccgeca
gttagaacag
aaggcgtacc
gagagcgtta
agacagcaca
atgaagacac
gacacatgga
atgctaaaaa
atctattttt
aaggggggyay
cagggggcay

gggggaaacc

ccataccatg tccctttgaa cccggggaac ggtaccacca
aggtacaaaa cacagtcctc aacccttggg actatgactg
atactctcaa aagacttctc gaactcccca cagagacgga
cactccttgg acaaaaaaca gagaaagagc cattatcaga
tctcaagcac gagcagtgga tcctctcaag aagaagagac
agccaagcaa gcgacgactce ctcaagcacc tccagegggt
tgtgatagat aaatatagaa acctagcaga cccctcactc
aaaattcatg caactgcaca tacaaaacgt acaagaaata
atccctcaat aaactttact tttctgatta ataccggect
cctacacccce ttcaaaatgg cgggcgggac acaaaatggce
caagccecee ccegggggtt gagggggggt ttcecccecect
agccceceegcea ceceecectge gggggctcecg ccccectgeac
cccecteaac ceceeegeggg gggcaagcce ccctgcacea
<210> 13
<211> 635
<212> PRT
<213> Torque teno virus
<400> 13
Met Arg Phe Arg Arg Arg Arg Phe Gly Arg Arg
1 5 10
Lys Arg Arg Gly Gly Trp Arg Arg Arg Phe Arg
20 25
Pro Trp Arg Arg Trp Arg Val Arg Arg Trp Arg
35 40
Arg Gly Gly Arg Arg Ala Arg Pro Tyr Arg Ile
50 55
Lys Val Leu Arg Asn Cys Arg Ile Thr Gly Trp
65 70 75
Cys Met Asp Gly Met Glu Trp Ile Lys Tyr Lys
85 90
Val Glu Ala Asn Trp Ile Phe Asn Lys Gln Asp
100 105
Glu Gln Met Gly Tyr Leu Met Gln Tyr Gly Gly
115 120
Val Ile Ser Leu Glu Gly Leu Phe Asn Glu Asn
130 135

Arg

Ile

Arg

Ser

60

Trp

Pro

Ser

Arg
140

Arg

Arg

Ser
45

Ala

Pro

Met

Lys

Trp

125

Leu

Tyr

Arg

30

Val

Trp

Val

Asp

Ile

110

Ser

Trp

Tyr
15

Arg

Phe

Asn

Ile

Leu

95

Glu

Ser

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

Gln

80

Arg

Thr

Gly

Asn

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2803
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Tle

145

Cys

Tyr

Thr

Cys

Pro

225

Cys

Thr

Ile

Ala

305

Tyr

Lys

Gln

Val

Thr
385

Trp

Arg

Asp

Gln

Lys

210

Pro

Gln

Pro

Arg

Pro

290

Gly

Pro

Trp

Thr

Cys

370

Gly

Ser Lys

Ile Arg

Thr Glu
180

Pro Ser
195

Gln Lys

Pro Ala

Phe Pro

Phe Asp
260

Leu Gln
275

Met Thr

Gly val

Ile Val

Ala Thr

340

Gly Thr
355

Ser Glu

Ala Phe

Ser

Leu

165

Phe

Val

Met

Gln

Leu

245

Tyr

Asn

Gly

Asn

Ala

325

Val

Leu

Ser

Gln

Asn

150

Tyr

Asp

Met

Pro

Leu

230

Phe

Asn

Gly

Asp

Lys

310

Val

His

Lys

Glu

Gln
390

Asp

Fro

Glu

Leu

Ile

215

Thr

Asn

Gly

Asn

Thr

295

Asn

Cys

Asn

Leu

Thr
375

Gly

Thr

Gln

Gln

200

Arg

Thr

Trp

Ala

Met

280

Glu

Phe

Leu

Gly

Ser

360

Tyr

Trp

Met

Glu

Gln

185

Ala

Arg

Gln

Ala

Trp
265

Glu

Leu

Lys

Val

Pro

345

Asn

Tyr

Trp

Asp

Asn

170

Arg

Lys

Arg

Trp

Cys

250

Arg

Tyr

Pro

Pro

Glu

330

Ile

Leu

Lys

Pro

Leu

155

Gln

Arg

Asn

Val

Lys

235

Ile

Asn

Ile

Pro

Thr

315

Asp

Arg

Trp

Val
395

Val

Asp

Met

Ser

Lys

220

Phe

Cys

Ala

Glu

Ala

300

Gly

Asn

Arg

Gly

Thr

380

Gly

Arg

Tyr

Leu

Arg

205

Ser

Gln

Ile

Trp

Arg

285

Asp

Ile

Lys

Trp

Leu

365

Gly

Gly

Tyr

Leu

Asp

190

Leu

Ile

Gln

Asp

Trp
270

Trp

Asp

Gln

Arg

Arg

350

Val

Ser

Thr

Phe

Phe

175

Glu

Ile

Phe

Glu

Met

255

Leu

Gly

Phe

Arg

Val

335

Lys

Leu

Glu

Glu

Gly

160

Trp

Tyr

Val

Ile

Leu

240

Asp

Met

Arg

Lys

Ile

320

Val

Lys

Arg

Phe

Tyr
400

000360



Pro

Glu

Asp

Ala

Lys
465

Tyr

Pro

Thr

Asp

545

Pro

Lys

Ser

Ala

Pro
625

Leu

Val

Tyr

450

Ala

Asp

Phe

Cys

His

530

Gln

Asp

Glu

Ser

Arg

610

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Cys

Trp

Phe

435

Leu

Arg

Thr

Gln

Thr

515

Pro

Gly

Thr

Glu

Glu

595

Lys

Asp

14
639
PRT

Thr

Ser

420

Gly

Gln

Phe

Ala

Phe

500

Ser

Lys

Ile

Tyr

Glu

580

Gly

Arg

Asn

Ile

405

Trp

Leu

Leu

Gly

Pro
485

Gly

Asn

Tyr

Thr

Thr

565

Arg

Asp

Val

Lys

Lys

Lys

Ser

Pro

Pro

470

Asn

Gly

Pro

Ala

Ala

550

Gln

Glu

Gly

Ile

Arg
630

Met

Ala

Thr

455

Phe

Pro

Met

Thr

Gly

535

Ala

Ser

Ser

Ser

Lys

615

Arg

Torque teno virus

14

Asp

Asn

Gly

440

Ser

Cys

Leu

Tyr

Tyr

520

Gln

Ser

Ala

Glu

Ser

600

Leu

Arg

Pro

Ile

425

Gln

Ser

Val

Asn

Gln

505

Pro

Gly

Ile

Phe

Thr

585

Asp

Leu

Phe

Glu

410

Pro

Gln

His

Lys

Ile
490

Pro

Val

Gly

Arg

Leu

570

Ser

Asp

Leu

Ser

10

Tyr

Thr

Trp

Asn

Lys

475

Trp

Pro

Arg

Ile

Ala

555

Lys

Phe

Gln

Lys

Glu
635

Glu

Ser

Lys

Val

460

Pro

Val

Thr

Met

Thr

540

Ile

Ala

Thr

Ala

Arg
620

Asn

Gly

Asp

445

Asp

Pro

Lys

Gly

vVal

525

Thr

Ser

Pro

Ser

Glu

605

Leu

Pro

Thr

430

Thr

Phe

Val

Tyr

Ile

510

Gly

Gln

Ala

Glu

Ala

590

Arg

Ala

Thr

415

Leu

Asp

Gly

Glu

Thr
495

Gln

Ala

Ile

Ala

Thr

575

Glu

Arg

Asp

Val

Lys

Phe

His

Phe

480

Phe

Asp

Val

Gly

Pro

560

Glu

Ser

Ala

Arg

000161



Met

Arg

Ser

Ala

65

Pro

Leu

Asp

Glu

Ser

145

Cys

Trp

Ser

Ala

Pro

225

Cys

Lys

Ala

Tyr

Pro

Val
50
Phe

Ile

Gln

Asn

Val

130

Trp

Ile

Asp

Gln

Arg

210

Pro

Lys

Pro

Pro

Arg

Arg

35

Tyr

Asn

Leu

Trp

Tyr

115

Thr

Ser

Val

Thr

Pro

195

Asp

Pro

Arg

Phe

Thr

Lys

20

Tyr

Arg

Pro

Gln

Asp

100

Leu

Lys

Tyr

Asp

180

Sexr

Arg

Ser

Pro

Asp
260

Arg

Arg

Tyr

Arg

Lys

Cys

Thr

Tyxr

Glu

Gly

Leu

165

Phe

vVal

Ala

Arg

Leu

245

Ala

Arg

Arg

Arg

Gly

Val

70

Leu

Glu

Leu

Gly

Asn

150

Tyr

Lys

Met

Pro

Asp

230

Phe

Asn

Trp

Tyr

Axrg

Gly
55
Met

Lys

Lys

Val

Leu

135

Asp

Pro

Glu

Met

His

215

Thr

Thr

Gly

Arg

Gly

Arg

40

Arg

Arg

Gly

Gln

Gln

120

Tyr

Gly

Leu

Leu

Met

200

Arg

Thr

Trp

Ala

Arg

Trp

25

Trp

Arg

Arg

Gln

Trp

105

Tyr

Gln

Met

Gln

Tyr

185

Ala

Arg

Gln

Ala

Phe
265

Arg

10

Arg

Leu

Ala

Val

Glu

90

Arg

Gly

Glu

Asp

Asp

170

Ala

Lys

Arg

Trp

Ala

250

Arg

11

Phe

Arg

Val

Arg

Val

75

Ser

Val

Gly

His

Leu

155

Gln

Glu

Arg

Val

Gln

235

Gly

Asn

Gly

Arg

Arg

Pro
60
Ile

Leu

Lys

Gly

Leu

140

Val

Asp

Ser

Thr

Arg

220

Phe

Leu

Ala

Arg

Tyr

45

Tyr

Arg

Arg

Lys

Trp

125

Leu

Arg

Tyr

Ile

Arg

205

Lys

Gln

Ile

Trp

Arg

Tyr

30

Arg

Arg

Gly

Tyr

Asp

110

Gly

Trp

Tyr

Trp

Lys

190

Leu

Ile

Thr

Asp

Trp
270

Arg

15

Arg

Arg

Ile

Trp

Arg

Tyr

Ser

Arg

Phe

Phe

175

Glu

Val

Phe

Asp

Met

255

Leu

Arg

Tyr

Arg

Ser

Trp

Pro

Glu

Gly

Asn

Gly

160

Trp

Tyr

Ile

Ile

Phe

240

Gln

Glu

000162



Thr

Val

Lys

305

Asn

Lys

Leu

Glu

385

Thr

Trp

Val

Ala

His

465

Gln

Leu

Pro

Thr

Arg

Pro

290

Gly

Ile

Lys

Ala

Arg

370

Phe

Ile

Glu

Phe

Lys

450

Ser

Leu

Phe

Cys

His

Asn Asp
275

Pro Gln

Asp Asn

Tyr Pro

Lys Tyr
340

Gln Ala
355

Gln Leu

Ser Ser

Asp Ala

Trp Gly
420

Asn Ile
435

Leu Thr

Arg Phe

Leu Pro

Gln Phe
500

Ile Asp
515

Pro Lys

Gln

Gly

Asn

Ile

325

Cys

Ser

Met

Pro

Arg

405

Gln

Ser

Leu

Gly

Pro

485

Gly

Thr

Phe

Gly

Asp

Pro

310

Ile

Val

Thr

Asn

Phe

390

Lys

Asn

Leu

Pro

Pro

470

Thr

Gly

Pro

Ala

G

1u

Thr

2

A

95

sSn

Ile

Cys

Leu

Gln
375

Leu

Ala

Trp

Asn

Lys

4

55

Phe

Pro

G

A

~
I

1lu

la

ly

Met
280

Glu

Tyr

Tyr

Tyr

Ala

360

Glu

Gln

Asp

Asn

Asn

440

Ser

Cys

Thr

Tyr

Tyr
520

Lys

Lys

Leu

Asn

Val

Asn

345

Ile

Met

Arg

Thr

Thr

425

Thr

Pro

Val

Asn

Gln
505

Pro

Gly

Tyr

Pro

Ile

Asp

330

Lys

Gly

Thr

Trp

Glu

410

Ser

Gln

His

Lys

Leu

490

Pro

Val

Gly

12

Ile

Lys

Thr

315

Gln

Thr

Asp

Tyr

Lys

395

Asn

Gly

Ile

Asp

Asn

475

Trp

Pro

Pro

Met

Glu

Gln

300

Glu

Lys

Leu

Leu

Tyr

380

Gly

Pro

Thr

Arg

Ile

460

Glu

Phe

Thr

Gln

Leu

Leu Trp
285

Ser Glu

Gly His

Asp Gln

Asn Arg

350

Gln Gly
365

Trp Lys

Thr Arg

Lys Val

Val Leu
430

Gln Asp
445

Asp Phe

Pro Leu

Gln Tyr

Gly Ile
510

Ser Gly
525

Thr Glu

Gly

Phe

Glu

Lys

335

Trp

Leu

Ser

Leu

Ser

415

Gln

Asp

Gly

Glu

Lys

495

Arg

Ser

Thr

Arg

Lys

Lys

320

Thr

Arg

Val

Gly

Ile

400

Ser

Glu

Phe

His

Phe

480

Phe

Asp

Val

Asp

000163



Arg

545

Pro

Lys

Ala

Ile

Gln
625

530

Trp

Thr

Gly

Glu

Arg

610

Gln

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Gly

Glu

Glu

Ser

595

Arg

Leu

15
625
PRT

15

Met Pro Tyr

1

Trp

Ala

Pro

Gly

Met

Thx

Asn

Arg

Pro

Val

50

Phe

Arg

Gln

Ile

Gly
130

His

Arg
35

Ile

Trp

Arg

Trp

Trp

115

Lys

Ile

Ala

Glu

580

Ser

Arg

Asp

Arg

Arg

20

Arg

Gln

Pro

Leu

Ser

100

Thr

Phe

Thr

Ala

565

Thr

Thr

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Trp

Leu

Asn
85

Leu

Ala

Ala

550

Gln

Glu

Glu

Arg

Arg
630

Torque teno virus

Tyr

Trp

Arg

Phe

Ser
70
Gly

Gln

Ser

Phe

535

Ala

Ser

Glu

Gly

Thr

615

Met

Arg

Arg

Pro

Pro

55

Tyr

Leu

Asn

Asn

Phe
135

Ser

Ala

Thr

Asp

600

Asp

Arg

Arg

Lys

40

Pro

Gly

Ile

Leu

Val

120

Arg

Ser

Leu

Ala

585

Gly

Lys

His

Arg

Tyr

25

Val

Ser

His

Phe

Phe

105

Gly

His

Arg

Leu

570

Ser

Ser

Arg

Lys

Arg

10

Phe

Arg

Arg

Trp

Thr

20

His

Met

Pro

13

Thr

555

Arg

Ser

Ser

Leu

Arg
635

Arg

Arg

Arg

Arg

Phe
75
Gly

Glu

Glu

Trp

540

Leu

Gly

Ser

Asp

Arg

620

Gln

Arg

Tyr

Arg

Thr

60

Arg

Gly

Lys

Phe

Arg
140

Ser

Asp

Ser

Asp

605

Arg

Arg

Pro

Arg

Arg

45

Cys

Thr

Gly

Leu

Ala

125

Ser

Ala

Ile

590

Glu

Met

Leu

Thr

Tyr

30

Arg

Leu

Cys

Cys

Asn

110

Arg

Tyr

Asp

Glu

575

Thr

Glu

Val

His

Arg

15

Arg

Lys

Ile

Leu

Asp

95

Trp

Phe

Ile

Thr

560

Lys

Ser

Thr

Arg

Arg

Axg

Ala

Glu

Pro
80
Trp

Arg

Leu

Val

-+ 000164



Thr

145

Gln

Gln

Phe

Leu

Ser

225

Gly

Met

Val

Thr

Ile
305

Gln

Ile

Ser

Ala

385

Met

Trp

Pro

Lys

Arg

Ser

210

Glu

Tyr

Lys

Ile

Gln
290

Glu

Ser

Glu

Gly

Val

370

Gly

Gly

Asp Gln

Leu Leu

Asp Cys
180

Pro Pro
195

Lys Ile

Pro Trp

Glu Ala

Tyr Phe

260

Leu Leu
275

Phe Val

Met Val

Glu Gln

Tyr Ala

340

Trp Ala

355

Leu Gln

Ser Arg

Trp Pro

Asp

Met

165

Asn

Pro

Pro

Leu

Ser

245

Trp

Lys

Thr

Asn

Asp

325

Arg

Ser

Thr

Ile

Gly

Ile

150

Leu

Pro

Lys

Leu

Glu

230

Lys

Ile

Lys

Gly

Glu

310

Ile

Asp

Ser

Pro

Pro

390

Asp

Pro

Leu

Asn

Leu

Ile

215

Gly

His

Tyr

Asp

Ser
295

Gly

Lys

Pro

Asn

Glu

375

Gly

Gln

Cys

Lys

Arg

Thr

200

Arg

Trp

Ser

Asp

Val
280

Trp

Lys

Lys

Tyr

360

Ala

Ala

Asn

Lys

Lys

Lys

185

Ser

Leu

Gly

Gly

Thr

265

Ser

Gln

Pro

Leu

Ser

345

Thr

Ile

Gly

Trp

14

Pro Leu
155

Gln His
170

Gln Lys

Gln Trp

Gly Ile

Asn Ala
235

Arg Trp
250

Gly val

Asp Asn

His Pro

Tyr Trp
315

Ala His
330

Lys Lys

Thr Ala

Gln Gly

Ser Ile

395

Pro Pro

Pro

Lys

Pro

Arg

Ser

220

Phe

Ser

Gly

Pro

Asp
300

Leu

Asp

Leu

Gly

Glyv

380

Thr

Thr

Tyr

Leu

Val

Leu

205

Leu

Tyr

Asn

Asn

Gly

285

Ala

Phe

Gln

Lys

Ser

365

Tyxr

Asn

Asn

Gln

Val

Thr

190

Ser

Ile

Ser

Trp

Ala

270

Asp

Ile

Phe

Asp

Ile

350

Asn

Val

Leu

Gln

Asn

Leu

175

Leu

Arg

Asp

Val

Thr

255

Val

Met

Asp

Tyr

Ile

335

Gly

Gln

Ala

Phe

Asp

Leu

160

Ser

Lys

Glu

Leu

Leu

240

Gln

Tyr

Ala

His

Gly

320

Val

Val

Asn

Tyr

Gln

400

Gln

3

000165



Thr

Met

Leu

Asp

465

Lys

Lys

Gly

Thr

Asp

545

Glu

Ser

Ser

Arg

Leu
625

Asn

Lys

Phe

450

Pro

Tyr

Thr

Glu

Val

530

Thr

Lys

Asp

Gln

610

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Phe

Leu

435

Gly

Lys

Ala

Thr

515

Leu

Leu

Ala

Ser

Glu

595

Leu

16
625
PRT

Asn

420

Gly

Pro

Tyr

Phe

Ile
500

Asn

Lys

Tyr

Asp

580

Glu

Leu

405

Trp

Ala

Phe

Phe

Lys

485

Gly

His

Pro

Arg

Pro

565

Glu

Glu

Lys

Gly

Gln

val

Arg

470

Phe

Asp

His

Trp

Leu

550

Leu

Glu

Thr

His

Leu

Glu

Glu

455

Pro

Gln

Pro

Gly

Asp

535

Leu

Leu

Ser

Gln

Leu
615

Torque teno virus

16

Arg

Leu

440

Lys

Glu

Trp

Ser

Val
520

Tyr

Glu

Gly

Val

Arg

600

Gln

Gly

425

Asp

Ala

Leu

Gly

Thr

505

Gln

Asp

Leu

Gln

Ile

585

Arg

Arg

410

Leu

Asp

Asn

Lys

Gly

490

Ile

Asp

Cys

Pro

Lys

570

Ser

Lys

Val

15

Cys

Glu

Thr

Asp

475

His

Pro

Pro

Asp

Thr

555

Thr

Ser

His

Val

Val

Cys

Ala

460

Tyr

Gly

Cys

Ala

Gly

540

Glu

Glu

Thr

His

Lys
620

Leu

Thr

445

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys
525

Ile

Thr

Lys

Ser

Lys

605

Arg

430

Met

Ala

Val

Glu

Phe

510

Val

Val

Glu

Glu

Ser

590

Pro

Met

415

Asp

Leu

Thr

Val

Arg

495

Glu

Gln

Arg

Glu

Pro

575

Gly

Ser

Lys

Asn

Ser

Asn

Met

480

Phe

Pro

Asn

Thr

Thr

560

Leu

Ser

Lys

Thr

- 000168



Met

Trp

Ala

Pro

Gly

65

Met

Thr

Asn

Thr

145

His

Gln

Ile

Leu

Ser

225

Gly

Ile

Val

Pro

Arg

Pro

Val

50

Phe

Arg

Gln

Ile

Gly

130

Trp

Pro

Lys

Arg

Ala

210

Glu

Tyxr

Lys

Ile

Tyr

His

Arg

35

Ile

Trp

Arg

Trp

Trp

115

Lys

Asp

Leu

Asp

Pro

195

Lys

Pro

Glu

Tyr

Leu

Arg

Arg

20

Arg

Gln

Pro

Leu

Ser

100

Thr

Phe

Gln

Leu

Cys

180

Pro

Met

Trp

Ala

Phe

260

Leu

Arg

Arg

Trp

Leu

Asn
85
Leu

Ala

Tyr

Asp

Met

165

Asn

Pro

Pro

Leu

Ser

245

Trp

Lys

Tyr

Trp

Arg

Phe

Ser

70

Gly

Gln

Ser

Phe

Ile

150

Leu

Pro

Lys

Leu

Glu

230

Lys

Ile

Gln

Arg

Arg

Thr

Pro

55

Tyr

Leu

Asn

Asn

Phe

135

Pro

Leu

Asn

Leu

Val

215

Gly

His

Tyr

Glu

Arg

Arg

Lys

40

Pro

Gly

Ile

Leu

Val

120

Cys

Lys

Arg

Thr

200

Arg

Trp

Ser

Asp

Val

Arg

Phe

25

Val

Ser

His

Phe

Tyr

105

Gly

His

Lys

Lys

Arg

185

Ser

Leu

Gly

Gly

Thr

265

Asp

Arg

10

Phe

Arg

Arg

Trp

Thr
90
His

Met

Pro

Pro

Gln

170

Gln

Gln

Gly

Asn

Arg

250

Gly

Asp

lo

Arg

Arg

Arg

Arg

Phe

75

Gly

Glu

Glu

Trp

Leu

155

His

Lys

Trp

Val

Ala

235

Trp

Val

Asn

Arg

Tyr

Arg

Thr

60

Arg

Gly

Lys

Phe

Arg

140

Pro

Lys

Pro

Arg

Ser

220

Phe

Ser

Gly

Pro

Pro

Arg

Arg

45

Cys

Thr

Gly

Leu

Ala

125

Ser

Tyr

Leu

Val

Leu

205

Leu

Tyr

Asn

Asn

Gly

Thxr

Tyr

30

Arg

Leu

Cys

Cys

Asn

110

Arg

Tyr

Gln

Val

Thr

190

Ser

Ile

Ser

Trp

Ala
270

Arg

15

Arg

Lys

Ile

Leu

Asp
95
Trp

Phe

Ile

Asn

Leu

175

Leu

Arg

Asp

Val

Thr

255

Val

Met

Arg

Arg

Ala

Glu

Pro

80

Trp

Arg

Leu

Ile

Leu

160

Ser

Lys

Glu

Leu

Leu

240

Gln

Tyr

Ala

000167



Thr

Ile
305

Gln

Ile

Gln

Ala

385

Asp

Thr

Met

Leu

Asp

465

Lys

Lys

Gly

Thr

Lys
290

Glu

Ser

Glu

Gly

Thr

370

Gly

Ala

Asn

Lys

Phe

450

Pro

Tyr

Thr

Glu

Val
530

275

Phe

Gln

Glu

Tyr

Trp

355

Pro

Ser

Trp

Phe

Leu

435

Gly

Lys

Ala

Thr

Arg

515

Leu

Val

Ile

Gln

Ala

340

Ala

Gln

Pro

Asn

420

Gly

Pro

Tyr

Phe

Ile

500

Asn

Thr

Asn

Asp

325

Asn

Ser

Thr

Ile

Gly

405

Trp

Ala

Phe

Phe

Lys

485

Gly

His

Pro

Gly

Glu
310

Ile

Asn

Ser

Pro

Gln

390

Asp

Gly

Gln

Val

Axg

470

Phe

Asp

His

Trp

Pro
295

Gly

Lys

Pro

Asn

Glu

375

Gly

Gln

Leu

Glu

Glu

455

Pro

Gln

Pro

Gly

Asp
535

280

Gly

Trp

Lys

Lys

Phe

360

Ala

Ala

Asn

Arg

Leu

440

Lys

Glu

Trp

Ser

Val
520

Tyr

Gln

Pro

Leu

Ser

345

Thr

Ile

Gly

Trp

Gly

425

Asp

Ala

Leu

Gly

Thr

505

Gln

Asp

His

Tyr

Ala

330

Lys

Thr

Gln

Ala

Pro

410

Leu

Asp

Asn

Lys

Gly

430

Ile

Asp

Cys

17

Pro

Trp
315

His

Lys

Ala

Gly

Ile

395

Pro

Cys

Glu

Thr

Asp

475

His

Pro

Pro

Asp

Asp
300

Leu

Asp

Leu

Gly

Gly

380

Thr

Leu

Ile

Cys

Ala

460

Tyr

Gly

Cys

Ala

Gly
540

285

Ala

Phe

Gln

Lys

Ser

365

Tyr

Asn

Asn

Met

Thr

445

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

525

Ile

Ile

Phe

Glu

Ile

350

Ser

Val

Leu

Arg

Arg

430

Met

Ala

Ile

Glu

Phe

510

Val

Val

Asp

Tyr

Ile

335

Gly

Gln

Ala

Tyr

Glu

415

Asp

Leu

Thr

Val

Arg

495

Glu

Gln

Arg

Arg

Gly
320

Ala

Val

Asn

Tyr

Thr

400

Gln

Asn

Thr

Asn

Met

480

Phe

Pro

Asn

Thr

- 000168



18

Asp Thr Leu Lys Arg Leu Leu Glu Leu Pro Thr Glu Thr Glu Glu Thr
545 550 555 560

Glu Lys Ala Tyr Pro Leu Leu Gly Gln Lys Thr Glu Lys Glu Pro Leu
565 570 575

Ser Asp Ser Asp Glu Glu Ser Val Ile Ser Ser Thr Ser Ser Gly Ser
580 585 590

Ser Gln Glu Glu Glu Thr Gln Arg Arg Arg Gln His Lys Pro Ser Lys
595 600 605

Arg Arg Leu Leu Lys His Leu Gln Arg Val Val Lys Arg Met Lys Thr
610 615 620

Leu
625

<210> 17

<211> 73

<212> PRT

<213> Torgue teno virus

<400> 17

Met Lys Glu Lys Asp Tyr Trp Glu Glu Ala Trp Leu Thr Ser Cys Thr
1 5 10 15

Ser Ile His Asp His His Cys Asn Cys Gly Ser Trp Arg Asp His Leu
20 25 30

Trp Thr Leu Cys Ala Leu Asp Asp Ala Asp Leu Ala Ala Ala Ala Asp
35 40 45

Ile Ile Glu Arg Glu Glu Ala Asp Gly Gly Glu Asp Phe Gly Phe Val
50 55 60

Asp Gly Asp Pro Gly Asp Ala Gly Gly
65 70

<210> 18

<211> 72

<212> PRT

<213> Torque teno virus

<400> 18
Met Pro Glu His Trp Glu Glu Ala Trp Leu Glu Ala Thr Lys Gly Trp
1 5 10 15

000163

His Asp Leu Asp Cys Arg Cys Gly Asn Trp Gln Asp His Leu Trp Leu
20 25 30



Leu Leu Ala Asp Gly Asp Ala
35

Glu Arg Asp Ala Met Gly Gly
50 55

Val Thr Ile Gly Asp Asp Gly
65 70
<210> 19

<211> 68

<212> PRT

<213> Torque teno virus
<400> 19

Met Glu Glu Arg Trp Leu Thr
1 5

Cys Asp Cys Lys Asn Pro Lys
20

Ala Ile Ala Asp Ala Glu Gly
35

Gly Gly Asp Ala Thr Phe Asp
50 55

Ala Ala Gln Arg
65

<210> 20

<211> 68

<212> PRT

<213> Torque teno virus

<400> 20

Met Glu Glu Arg Trp Leu Thr
1 5

Cys Gly Cys Lys Asp Pro Lys
20

Ala Ile Ala Asp Ala Glu Gly
35

Gly Gly Asp Ala Ser Phe Asp
50 55

Ala Ala Gln Arg
65

<210> 21
<211> 174

19

Ala Leu Ala Ala Ala Val Asp Ala Ile

40

45

Glu Asp Val Thr Thr Ala Thr Asp Arg

Trp

Val

Lys

Asp
40

Ile

Val

Lys

Asp
40

Ile

Ala

His
25

Arg

Gly

Ala

His
25

Arg

Gly

Tyr

10

Leu

His

Ile

Tyr
10

Leu

His

Ile

Cys

Glu

Gly

Asp

Glu

Gly

Asp

60

Ala

Lys

Asp

Ala
60

Ala

Lys

Asp

Ala
60

His

Cys

Gly
45

Leu

His

Cys

Gly
45

Leu

Gly

Leu
30

Gly

Leu

Gly

Leu
30

Gly

Leu

Leu

15

Thr

Thr

Ala

Leu
15

Thr

Thr

Ala

Phe

Asp

Gly

Ala

Phe

Asp

Gly

Ala

000170



<212>
<213> Torque teno virus

<400>

PRT

21

Met Arg Phe Arg Arg

1

Lys

Pro

Ile

Gly

65

Gln

Ala

Glu

Ala

Arg
145

Ala

Arg

Trp

Gln

50

Ala

Ile

Ala

Thr

Glu
130
Arg

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Arg

Arg

35

Asp

Val

Gly

Pro

Glu
115

Ser

Ala

Arg

22
182
PRT

Torgue teno virus

22

Gly

20

Arg

Pro

Thr

Asp

Pro

100

Lys

Ser

Ala

Pro

5

Gly

Trp

Cys

His

Gln

85

Asp

Glu

Ser

Arg

Val
165

Arg

Trp

Arg

Thr

Pro

70

Gly

Thr

Glu

Glu

Lys
150

Asp

Arg

Arg

Phe

Ser

55

Lys

Ile

Tyr

Glu

Gly
135
Arg

Asn

Met Ala Pro Thr Arg Arg Trp

1

5

Arg Tyr Arg Lys Arg Arg Tyr

20

Arg Pro Arg Tyr Tyr Arg Arg

35

Pro Pro Thr Gly Ile Arg Asp

Phe

Arg

Gly

40

Asn

Tyr

Thr

Thr

Arg

120

Asp

Val

Lys

Arg

Gly

Arg

Pro

Gly

Arg

25

Gly

Pro

Ala

Ala

Gln

105

Glu

Gly

Ile

Arg

Arg

Trp

25

Trp

Cys

Arg

10

Phe

Met

Thr

Gly

Ala

90

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg
170

Arg

10

Arg

Leu

Ile

20

Arg

Arg

Tyr

Tyr

Gln

75

Ser

Ala

Glu

Ser

Leu
155

Arg

Phe

Arg

Phe

Asp

Arg

Ile

Gln

Pro

60

Gly

Ile

Phe

Thr

Asp
140
Leu

Phe

Gly

Arg

Gly

Thr

Arg

Arg

Pro

45

Val

Gly

Arg

Leu

Ser

125

Asp

Leu

Ser

Arg

Tyr

Gly

Pro

Tyr

Arg

Pro

Arg

Ile

Ala

Lys

110

Phe

Gln

Lys

Glu

Arg

Tyr

30

Glu

Ala

Tyr

15

Arg

Thr

Met

Thr

Ile

95

Ala

Thr

Ala

Arg

Arg
15

Arg

Tyr

Arg

Arg

Gly

Val

Thr

80

Ser

Pro

Ser

Glu

Leu
160

Arg

Tyr

Gln

Pro

000173



Val

65

Gly

Arg

Leu

Ser

Ser
145

Lys

50

Pro

Met

Thr

Arg

Ser

130

Ser

Leu

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln Ser

Leu Thr

Leu Ser
100

Gly Asp
115

Ser Ser

Asp Asp

Arg Arg

Gln Arg
180

23
178
PRT

Gly

Glu

85

Ala

Ala

Ile

Glu

Met
165
Leu

Ser
70

Thr

Asp

Glu

Thr

Glu

150

Val

His

55

Val

Asp

Thr

Lys

Ser

135

Thr

Arg

Torque teno virus

23

Met Pro Tyr Arg

1

Trp

Ala

Phe

Pro

65

Asn

Thr

Arg

Pro

Lys

50

Gly

Thr

Asp

His Arg
20

Arg Arg

35

Thr Thr

Glu Arg

Val Leu

Thr Leu
100

Arg

Arg

Ile

Tyr

Asn

85

Lys

Tyr

Trp

Arg

Gly

His

70

Pro

Arg

Arg

Arg

Pro

Asp

His

Trp

Leu

Thr

Arg

Pro

Lys

120

Ala

Ile

Gln

Arg

Arg

Lys

40

Pro

Gly

Asp

Leu

His

Trp

Thr

105

Gly

Glu

Arg

Gln

Arg

Tyr

25

Trp

Ser

val

Tyr

Glu
105

Pro

Gly

Glu

Glu

Ser

Arg

Leu
170

Arg

10

Phe

Gly

Thr

Gln

Asp

90

Leu

21

Lys

75

Ile

Ala

Glu

Ser

Arg

155

Asp

Arg

Arg

Gly

Ile

Asp

75

Cys

Pro

60

Phe

Thr

Ala
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