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DESCRIPCION

Proteinas N, M y HE de torovirus porcino, procedimiento de obtencién y sus aplicaciones en diagnéstico y trata-
miento de torovirus porcino.

Sector de la técnica

Este invento podria tener aplicacion en el sector ganadero y en particular, con utilidad para el diagnéstico y tra-
tamiento veterinario, mediante herramientas biotecnoldgicas de tipo inmunoldgico y vacunas, respectivamente, espe-
cialmente para el diagnéstico y tratamiento de torovirus porcino.

Estado de la técnica

Los torovirus pertenecen a la familia Coronaviridae, del orden Nidovirales. Son virus emergentes causantes de
gastroenteritis en caballos, terneras, cerdos y humanos, de los que apenas se tiene informacién. Esta situacién es debi-
da a que los torovirus a excepcion del aislado equino BEV, no han sido adaptados al cultivo in vitro, lo que ha retrasado
el desarrollo de herramientas para su diagndstico y para su estudio. Los estudios iniciales sobre torovirus se llevaron a
cabo mediante microscopia electrénica y mediante esta técnica se describi6 la existencia de torovirus equino (BEV),
bovino (BToV) (Woode y col., 1982), humano (HToV) (Beards y col., 1984) y porcino (PToV) (Scott y col., 1987). Sin
embargo, fue a partir de la adaptacién al cultivo in vitro de BEV (Weiss y col., 1983), y el desarrollo de infecciones
experimentales con BToV en terneras (Woode y col., 1982), cuando se inici6 el desarrollo de herramientas para el
estudio de los torovirus. Asi, basdndose en el genoma de BEYV, pues era el tnico del que se disponia de informacion,
se han utilizado para la deteccion de torovirus sistemas de RT-PCR (Koopmans y col., 1991; Duckmanton y col.,
1998) asi como hibridacién con sondas basadas en la secuencia de BEV (Koopmans y col., 1991). También se han
utilizado para diagndstico métodos de ELISA, especialmente para BToV (Brown y col., 1987; Woode, 1987; Durham
y col., 1989; Koopmans y col., 1989; Koopmans y col., 1991; Liebler y col., 1992) y HToV (Koopmans y col., 1993;
Koopmans y col., 1997). Los escasos trabajos realizados sobre PToV corresponden a estudios llevados a cabo me-
diante microscopia electrénica (Scott y col., 1987; Durham y col., 1989; Penrith y Gerdes, 1992) o mediante estudios
serolégicos utilizando BEV como antigeno. Hasta la fecha, la deteccién de anticuerpos frente a torovirus porcino se
ha llevado a cabo mediante ensayos de neutralizacién de la infectividad de BEV y mediante ELISA frente a BEV
(Brown y col., 1988; Liebermann, 1990). Estos métodos presentan varios inconvenientes, uno de ellos relacionado
con la dificultad de la obtencién de virus, que requiere un gran esfuerzo tanto econémico como del personal de labo-
ratorio. Por otra parte, para el ensayo de neutralizacidn es necesaria ademds la utilizacién de cultivos celulares, algo
que habitualmente no se lleva a cabo en el diagndstico veterinario y que estd reservado al diagndstico en humanos.
Ademds, este ensayo es laborioso y lento ya que se requieren varios dias para obtener el resultado. Por otra parte,
a pesar de que las distintas especies de torovirus estdn seroldgicamente relacionadas esta reactividad cruzada no es
total, por lo que sistemas de diagndstico basados en esta reactividad pueden producir un mayor porcentaje de falsos
negativos.

La evidencia molecular de la existencia de PToV no se obtuvo hasta 1998 (Kroneman y col., 1998). En ese mismo
trabajo se observo una elevada prevalencia de anticuerpos frente al virus mediante ensayos de neutralizacién del virus
BEV. Hasta la fecha los tnicos métodos de diagnéstico de torovirus que se utilizan (en investigacién y/o comerciali-
zados) son especificos para las formas del virus que afectan al ganado equino y bovino:

- ELISA para la deteccidén de anticuerpos frente a torovirus usando el virus equino BEV como antigeno
- ELISA para la deteccién de anticuerpos frente a torovirus usando el virus bovino BRV como antigeno
- Ensayo de neutralizacién de la infectividad de BEV para la deteccién de anticuerpos frente a torovirus

- Proteina N del torovirus bovino BRV expresada en E. coli en westernblot para detectar anticuerpos frente a
torovirus en sueros de terneras infectadas con BRV.

- Se ha generado un suero policlonal en cobayas frente a la proteina HE del torovirus bovino BRV expresada en
células de insecto mediante un baculovirus recombinante

- Se ha generado un suero policlonal en cobayas frente a la proteina N del torovirus bovino BRV expresada en E.
coli, y

- Se ha generado un suero policlonal en conejo frente a un fragmento de la proteina HE de torovirus bovino BRV
(aa 35-391).

Sin embargo, y pasado todo este tiempo, no se ha desarrollado y comercializado un sistema de diagndstico espe-
cifico de torovirus porcino siendo las Unicas alternativas los sistemas anteriormente descritos. Por tanto, la toma de
decisiones basada en el diagndstico con los sistemas descritos puede ser incorrecta, lo que al mismo tiempo provoca
que el peligro de infecciones de torovirus porcino no se valore adecuadamente o se infravalore en el sector veterinario
y no se promueva una politica de control en un sector, el porcino, de gran valor econémico. Unicamente, en relacién
con el torovirus porcino se ha expresado de forma transitoria (pero no se ha purificado) la proteina HE de tres aislados
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de torovirus porcino, pero en ningun caso se ha demostrado la capacidad antigénica o inmunogénica de estas proteinas
(Smits, SL et al. 2003).
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Descripcion de la invenciéon
Descripcion breve

En un aspecto, la invencion se relaciona con un complejo proteico til para el diagnéstico y el desarrollo de vacunas
frente a torovirus porcino, en adelante complejo proteico de la invencion, que comprende, al menos, una proteina y/o,
un fragmento o péptido de la misma, del siguiente grupo:

i) proteina N de SEQ ID NO: 9,
ii) proteina M de SEQ ID NO: 11,y
iii) proteina HE de SEQ ID NO: 13.

En otra realizacion particular, el complejo proteico de la invencion estd constituido por una mezcla de fragmentos o
péptidos de las, mismas o distintas, proteinas pertenecientes al siguiente grupo: proteina de SEQ ID NO: 9, proteina de
SEQ ID NO: 11 y proteina de SEQ ID NO: 13; preferentemente, un complejo formado por fragmentos de la proteina
N o de la proteina HE, preferentemente los péptidos 286E1-HE (SEQ ID NO: 14) y/o 286F1-HE (SEQ ID NO: 16)
(Ejemplo 4).

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un procedimiento para la produccién de las proteinas de torovirus
porcino de la invencion, en adelante procedimiento de la invencion, que comprende cultivar un microorganismo que
contiene la secuencia de nucledtidos que codifica para una o varias proteinas de torovirus porcino de la invencion y
que expresa dichas proteinas, y, si se desea, recuperar dichas proteinas de la invencion.

En una realizacién mds particular, el procedimiento de expresion de la invencién comprende la infeccién de una
célula de insecto con un baculovirus que comprende la secuencia de nucleétidos del gen N (SEQ ID NO: 8).

En otra realizacién mds particular, el procedimiento de expresion de la invencién comprende la infeccién de una
célula de mamifero con un virus vaccina que comprende la secuencia de nucleétidos del gen HE (SEQ ID NO: 12).

Por tanto, en otro aspecto, la invencién proporciona una secuencia de nucledtidos codificante de las proteinas N,
M y HE de la invencidn, en adelante secuencia de nucleétidos de la invenciodn ttil para la construccién de un vector de
expresion que comprende, al menos, una secuencia y/o, un fragmento de la misma, del siguiente grupo:

1) secuencia de nucleétidos N de SEQ ID NO: 8,

ii) secuencia de nucleétidos M de SEQ ID NO: 10, y

iii) secuencia de nucledtidos HE de SEQ ID NO: 12.
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En otro aspecto, la invencién proporciona un sistema o vector de expresion util para transformar (o infectar cuando
el sistema de expresion esté basado en un virus recombinante derivado de baculovirus o del virus vaccinia) células,
que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica para una proteina de la invencién, en donde dicha proteina
de la invencién es una proteina cuya secuencia de aminodcidos estd constituida por, al menos, una secuencia de
aminodcidos perteneciente al siguiente grupo: SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 13, estando dicha
secuencia de nucledtidos codificante para dicha proteina de la invencién operativamente unida a unos elementos de
control de transcripcidn y, opcionalmente, de traduccion.

En otro aspecto, la invencidn proporciona una célula hospedadora que contiene una secuencia de nucledtidos que
codifica para las proteinas de la invencién. En una realizacién particular, dicha célula hospedadora es una célula de
insecto, de mamifero o levadura transformada con un sistema de expresion proporcionado por esta invencién que
comprende una construccién génica que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina de la
invencion. Practicamente cualquier tipo de célula eucariota puede ser utilizada para la puesta en practica del procedi-
miento de la invencion; no obstante, en una realizacién particular, dicha célula es de insecto para expresar la proteina
N o de mamifero para expresar la proteina HE. En el caso de usar una levadura, se puede seleccionar una levadura del
género Saccharomyces, por ejemplo, S. cerevisae, S. pombe, etc., o una levadura del género Pichia, por ejemplo, P.
pastoris, etc.

Dichas proteinas de la invencién pueden ser utilizadas para desarrollar anticuerpos especificos, para identificar
sueros de animales infectados y para inmunizar animales, en particular, cerdos, por lo que pueden ser utilizadas con
fines de diagndstico o terapéuticos.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo especifico de la proteina de la invencién, en adelante
anticuerpo de la invencidn, ya sea monoclonal o policlonal, o especifico de un fragmento o péptido de la misma.

Otra realizacién particular lo constituye el anticuerpo de la invencidn que es especifico de una proteina de la
invencion perteneciente al siguiente grupo: proteina N de SEQ ID NO: 9 (ver Ejemplo 4), proteina M de SEQ ID NO:
11 y proteina HE de SEQ ID NO: 13.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de dichos anticuerpos de la invencion en la elaboracion de
sistema de diagnéstico inmunolégico de torovirus porcino, tales como, sistema de ELISA, tira de inmunocromatografia
o de Western blot, que permita la identificacién de dichos virus en una muestra bioldgica, por ejemplo heces de un
animal sospechoso de padecer o haber padecido una infeccién por torovirus porcino, preferentemente un cerdo.

Ademds, en otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de dichas proteinas de la invencién en la elabora-
cién de medicamentos tales como, vacunas. En una realizacion particular, dicho medicamento es una vacuna destinada
a conferir proteccion a animales, en particular, cerdos, frente a infecciones de torovirus porcino.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de dichas proteinas de la invencion en la ela-
boracién de sistema de diagndstico inmunolégico de torovirus porcino, tales como, sistema de ELISA, tira de inmu-
nocromatografia o de Western blot (inmunoblot), que permita la identificacién conjunta y simultdnea de anticuerpos
frente a las proteinas de la invencién presentes en una muestra bioldgica de cerdos.

Ademds, en otro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de dichas proteinas de la invencién en la elabora-
cién de medicamentos tales como, vacunas. En una realizacion particular, dicho medicamento es una vacuna destinada
a conferir proteccién a animales, en particular, cerdos, frente a infecciones de torovirus porcino.

En otro aspecto, la invencién proporciona una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
una o varias protefnas de la invencion, junto con, opcionalmente, uno o mds adyuvantes y/o vehiculos farmacéutica-
mente aceptables. Dicha vacuna es ttil para proteger animales, en particular, cerdos, frente a torovirus porcino.

Asi, en otro aspecto la invencién se relaciona con un sistema de diagndstico de torovirus porcino a partir de
una muestra biolégica mediante la identificacion de material gendémico, en adelante procedimiento de identificacién
gendmica de la invencidn, especifico de torovirus porcino, basado en la identificacion de los genes N, M y HE, de
secuencias SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11, respectivamente.

Otro aspecto particular, lo constituye un procedimiento de identificacién genémica de la invencién basado en la
amplificacién de DNA y que comprende las siguientes etapas:

1) aislamiento de material génico de una muestra biolégica sospechosa de contener torovirus porcino y obten-
cion del cDNA correspondiente,

ii) amplificacién por PCR de dicho cDNA mediante oligonucleétidos especificos para, al menos, uno de los

genes de la invencidn, gen N, M y HE que se corresponden, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance
de la invencion, respectivamente, con los siguientes:

- pareja de oligos PToV-N5’ y PToV-N3’ para el gen N (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2),
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- pareja de oligos PToV-M5’ y PToV-M3’ para el gen M (SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4), Y
- pareja de oligos PToV-HES’ y PToV-HE3’ para el gen HE (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6), y
iii)  diagndstico de un torovirus porcino si alguno de los genes de la invencién es amplificado en ii).

Otro aspecto adicional lo constituyen oligonucleétidos o cebadores utilizados en la identificacion gendmica de la
invencién basado en la amplificacion de DNA, preferentemente las parejas de oligonucleétidos siguientes:

- pareja de oligos PToV-N5’ y PToV-N3’ para el gen N (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2),

- pareja de oligos PToV-M5’ y PToV-M3’ para el gen M (SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4), Y

- pareja de oligos PToV-HES’ y PToV-HE3’ para el gen HE (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6).
Descripcion detallada

La presente invencion se enfrenta al problema de proporcionar nuevas herramientas para el diagndstico y el des-
arrollo de vacunas frente a infecciones provocadas por torovirus en mamiferos, preferentemente en animales, y mas
preferentemente en cerdos.

La presente invencion describe la identificacién y caracterizacion de las proteinas de un aislado de torovirus por-
cino a partir de una muestra de heces en la que se habia observado la presencia de particulas de torovirus mediante
microscopia electrénica, y al que se le ha dado el nombre de PToV-BRES2.

Asi, las investigaciones se dirigieron a la caracterizacién filogenética de este aislado PToV-BRES2 mediante la
amplificacion de las fases de lectura abierta (ORFs) correspondientes a los genes que codifican tres de las proteinas
estructurales de PToV: proteina de la nucleocdpsida (N) correspondiente a la ORFS5, proteina de membrana (M) corres-
pondiente a la ORF3, y la proteina hemaglutinina esterasa (HE) correspondiente a la ORF4, presente en la superficie de
la particula viral (Ejemplo 1, SEQ ID NO: 1-SEQ ID NO: 3, respectivamente), para a continuacién poder desarrollar
nuevas herramientas de diagndstico seroldgico para la deteccién de anticuerpos en animales frente a torovirus porcino,
diagnéstico del propio virus y vacunas frente a dicha enfermedad.

Para producir la proteina N de este torovirus porcino (PToV-BRES?2) se ha utilizado un sistema heter6logo basado
en baculovirus que permite expresar dicha proteina en grandes cantidades (Ejemplo 2, SEQ ID NO: 9). Mediante el
sistema utilizado la proteina se expresa como un producto de fusidén que tiene una cola de seis histidinas en su extremo
amino-terminal, lo que facilita su purificacién mediante métodos convencionales de cromatografia.

Las proteinas M y HE también han sido expresadas y purificadas siguiendo el mismo procedimiento (SEQ ID NO:
11 y SEQ ID NO: 13, respectivamente), aunque los rendimientos de cantidad de proteina purificada fueron significa-
tivamente menores que los obtenidos con la proteina N, especialmente en el caso de la proteina M. Ademads, como
ejemplo ilustrativo de las distintas alternativas para producir estas proteinas y de cara a obtener mejores rendimientos a
su produccién industrial para la proteina HE se ha generado también un virus vaccinia recombinante que expresa dicha
proteina, en este caso desprovista de la cola de histidinas (Ejemplo 3). Mediante este sistema la proteina se expresa
en células de mamifero, y por tanto, su procesamiento post-traduccional es mds similar al que experimenta durante la
infeccién por torovirus que cuando se expresa mediante el recombinante de baculovirus, por lo que su capacidad de
inducir una respuesta inmune puede mejorar ostensiblemente con respecto a la proteina producida inicialmente con
baculovirus. Su purificacién se realiz6 mediante cromatografia de inmunoafinidad para lo cual se generdé un suero
policlonal en conejo (anti-HEpept) mediante la inmunizacién con una mezcla de los péptidos sintéticos 286E1 (SEQ
ID NO: 14) y 286F1 (SEQ ID NO: 16) correspondientes, respectivamente, a los aminodcidos 50-60 y 150-160 de
la proteina HE de PToV de la invencién, acoplados a KLH (Keyhole Limpet Hemocayanin). Asimismo, mediante la
inmunizacién con estos péptidos se han generado sueros policlonales frente a la proteina HE en ratas (Ejemplo 4).

Definiciones

El término “complejo proteico de torovirus porcino”, tal como se utiliza en esta descripcidn, se refiere a un conjunto
de, al menos, una proteina de un torovirus porcino y/o fragmento o péptido de la misma, con actividad antigénica o
inmunogénica, perteneciente al grupo de proteina N, M y HE.

Los términos “proteina N, “proteina M”, “proteina HE” y “proteinas de la invencién/proteinas de torovirus porcino
de la invencidn” se refieren, en general, a una proteina cuya secuencia de aminodcidos estd constituida por la secuencia
de aminodcidos SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13y al grupo formado por todas ellas, respectivamente,
e incluye a cualquiera de las diferentes formas de dichas proteinas N, M y HE representativas de cualquiera de las
cepas existentes de torovirus porcino asi como a proteinas sustancialmente homologas a dichas proteinas N, M y HE
de torovirus porcino, es decir, proteinas cuyas secuencias de aminodcidos tienen un grado de identidad, respecto a
dichas proteinas, de, al menos, un 60%, preferentemente de, al menos un 80%, mas preferentemente de, al menos, un
90% y, atin mds preferentemente de, al menos, un 95%.
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El término “andloga”, tal como aqui se utiliza, pretende incluir cualquier secuencia de nucleétidos que puede ser
aislada o construida sobre la base de la secuencia de nucledtidos codificantes de las proteinas N, M y HE de torovirus
porcino, por ejemplo, mediante la introduccién de sustituciones de nucleétidos conservativas o no conservativas, in-
cluyendo la insercién de uno o més nucleétidos, la adicién de uno o més nucleétidos en cualquiera de los extremos de
la molécula o la delecién de uno o mas nucleétidos en cualquier extremo o en el interior de la secuencia. En general,
una secuencia de nucledtidos andloga a otra secuencia de nucledtidos es sustancialmente homologa a dicha secuencia
de nucledtidos. En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “sustancialmente homologa” significa que las
secuencias de nucledtidos en cuestion tienen un grado de identidad, a nivel de nucleédtidos, de, al menos, un 80%,
preferentemente de, al menos, un 90%, mas preferentemente de, al menos, un 95% y, ain mds preferentemente de, al
menos, un 97%.

Asi, en un aspecto, la invencion se relaciona con un complejo proteico util para el diagndstico y el desarrollo
de vacunas frente a torovirus porcino, en adelante complejo proteico de la invencién, que comprende, al menos, una
proteina y/o, un fragmento o péptido de la misma, del siguiente grupo:

1) proteina N de SEQ ID NO: 9,
ii) proteina M de SEQ ID NO: 11,y
iii) proteina HE de SEQ ID NO: 13.

En una realizacién particular, el complejo proteico de la invencion esta constituido por una dnica proteina de las
pertenecientes al siguiente grupo: proteina de SEQ ID NO: 9, proteina de SEQ ID NO: 11 y proteina de SEQ ID NO:
13 (Ejemplo 1).

En otra realizacion particular, el complejo proteico de la invencidn estd constituido por una mezcla de las proteinas
pertenecientes al siguiente grupo: proteina de SEQ ID NO: 9, proteina de SEQ ID NO: 11 y proteina de SEQ ID NO:
13; preferentemente, un complejo proteico formado por la proteina N y M, o un complejo proteico formando por la
proteina N y HE.

En otra realizacidn particular, el complejo proteico de la invencion estd constituido por una mezcla de fragmentos o
péptidos de las, mismas o distintas, proteinas pertenecientes al siguiente grupo: proteina de SEQ ID NO: 9, proteina de
SEQ ID NO: 11 y proteina de SEQ ID NO: 13; preferentemente, un complejo formado por fragmentos de la proteina
N o de la proteina HE, preferentemente los péptidos 286E1-HE (SEQ ID NO: 14) y/o 286F1-HE (SEQ ID NO: 16)
(Ejemplo 4).

Las protefnas proporcionadas por esta invenciéon pueden obtenerse mediante la expresion de cada proteina de
forma separada o conjunta, en células hospedadoras apropiadas, por ejemplo, bacterias, células de insecto, levaduras,
o preferentemente, en virus vaccinia para el caso de la proteina HE, las cuales contienen la secuencia de nucleétidos
que codifica para dicha/s proteina/s de torovirus porcino en una construccién génica. En una realizacién particular,
dichas células hospedadoras apropiadas son células de insecto o de mamifero o levaduras transformadas (infectadas
cuando el sistema de expresion esté basado en un virus recombinante derivado de baculovirus o del virus vaccinia) con
un sistema de expresion adecuado que incluye una construccién génica que comprende la secuencia de nucleétidos
codificante para una o varias de las proteinas de torovirus porcino de la invencién.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un procedimiento para la produccién de las proteinas de torovirus
porcino de la invencién, en adelante procedimiento de la invencion, que comprende cultivar un microorganismo que
contiene la secuencia de nucledtidos que codifica para una o varias proteinas de torovirus porcino de la invencion y
que expresa dichas proteinas, y, si se desea, recuperar dichas proteinas de la invencion.

En una realizacién particular, el procedimiento de la invencién comprende las etapas de:

a) cultivar células, preferentemente de insecto o de mamifero, transformadas con un sistema de expresién que
comprende la secuencia de nucleétidos que codifica para, al menos, una proteina de la invencién, en donde dicha
proteina es una proteina cuya secuencia de aminodcidos esta constituida por la secuencia SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
11 Y SEQ ID NO: 13.

b) si se desea, aislar y, opcionalmente, purificar, dichas proteinas.

Para ello, el procedimiento de la invencién comprende, como paso previo, la obtencién de un sistema de expresion
génica, tal como un sistema constituido por un plasmido que contiene una secuencia de nucledtidos que codifica para
dicha proteina de la invencién, seguido de la transformacion de una célula con dicho sistema de expresion, la expresién
de las proteinas recombinantes, y, si se desea, el aislamiento de las proteinas, y, opcionalmente, la purificacién de
dichas proteinas.

La obtencién de células transformadas con un sistema o vector de expresiéon que permite la expresion de las
proteinas de la invencién puede ser realizada por un experto en la materia en base a lo aqui descrito y al estado de
la técnica sobre esta tecnologia (Ikonomou y col., 2003; Isaacs, 2004). Los microorganismos o células transformadas
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se cultivan bajo condiciones, conocidas por los expertos en la materia, que permiten la expresién de las proteinas
recombinantes de forma aislada o conjuntamente en una misma construccion. El aislamiento y purificacidn de dichas
proteinas de la invencién puede realizarse por métodos convencionales, por ejemplo, mediante fraccionamiento en
gradientes de sacarosa y cromatografia de afinidad.

En una realizacién mas particular, el procedimiento de expresion la invencién comprende la infeccién de una célula
de insecto con un baculovirus que comprende la secuencia de nucleétidos del gen N (SEQ ID NO: 8).

En otra realizacién mds particular, el procedimiento de expresion la invencién comprende la infeccién de una célula
de mamifero con un virus vaccina que comprende la secuencia de nucleétidos del gen HE (SEQ ID NO: 12).

El sistema o vector de expresion utilizado para transfectar las células huésped comprende la secuencia de nucleoti-
dos que codifica para una proteina de la invencidn operativamente unida a unos elementos de control de transcripcion,
y, opcionalmente, de traduccidn, e incluso de purificacién y constituye un aspecto adicional de esta invencion.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién proporciona una secuencia de nucleétidos codificante de las proteinas N,
M y HE de la invencion, en adelante secuencia de nucleétidos de la invencidn ttil para la construccion de un vector de
expresion que comprende, al menos, una secuencia y/o, un fragmento de la misma, del siguiente grupo:

1) secuencia de nucleétidos N de SEQ ID NO: 8,
ii) secuencia de nucleétidos M de SEQ ID NO: 10, y
iii) secuencia de nucledtidos HE de SEQ ID NO: 12.

En otra realizacién particular, la secuencia de nucledtidos de la invencidn estd constituida por una Gnica secuencia
de las pertenecientes al siguiente grupo: SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12 (Ejemplo 1).

Los vectores de expresion que contienen la secuencia de nucledtidos de la invencién pueden contener varias de las
secuencias de la invencién, en distintas combinaciones, o utilizarse vectores de expresion distintos para las distintas
secuencias en funcién de los sistemas utilizados o de las aplicaciones a desarrollar.

En otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos de la invencidn estd constituida por una mezcla de las
secuencias pertenecientes al siguiente grupo: SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12; preferentemente,
una mezcla de secuencias formada por la secuencia de nucleétidos N y M (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 10), o mas
preferentemente, un complejo proteico formando por la secuencia de nucleétidos N y HE (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID
NO: 12).

En otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos de la invencion estd constituida por una mezcla de las
secuencias codificantes de fragmentos de la proteina N o de la proteina HE, preferentemente, los péptidos 286E1-HE
(SEQ ID NO: 14) y/o 286F1-HE (SEQ ID NO: 16).

En otro aspecto, la invencién proporciona un sistema o vector de expresion ttil para transformar células, que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina de la invencién, en donde dicha proteina
de la invencién es una proteina cuya secuencia de aminodcidos estd constituida por, al menos, una secuencia de
aminodcidos perteneciente al siguiente grupo: SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 13, estando dicha
secuencia de nucledtidos codificante para dicha proteina de la invencién operativamente unida a unos elementos de
control de transcripcién y, opcionalmente, de traduccion.

En una realizacién particular, dicho sistema de expresion proporcionado por esta invencidon comprende la secuencia
de nucledtidos que comprende la fase de lectura abierta o regién codificante correspondiente a una proteina seleccio-
nada entre el siguiente grupo: SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 Y SEQ ID NO: 13.

Los elementos de control de transcripcion y, opcionalmente, de traduccién, presentes en dicho sistema de expre-
sién incluyen promotores, que dirigen la transcripcién de la secuencia de la proteina de la invencién (a la que esta
operativamente unido), y otras secuencias necesarias o apropiadas para la transcripcion y su regulacién adecuada en
tiempo y lugar, por ejemplo, sefiales de inicio y terminacion, sitios de corte, sefial de poliadenilacién, origen de re-
plicacion, activadores transcripcionales (enhancers), silenciadores transcripcionales (silencers), etc., todas ellas ttiles
en distintos tipos de células. Por otro lado, puede utilizarse cualquier secuencia de ADN codificante de un péptido o
secuencia peptidica que permita el aislamiento o la deteccién de las proteina recombinante de interés, por ejemplo,
a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencién, una secuencia de polihistidina (6xHis), una secuencia
peptidica reconocible por un anticuerpo monoclonal (por ejemplo, E-tag para su identificacién, o cualquier otra que
sirva para purificar la proteina de fusién resultante por cromatografia de inmunoafinidad: péptidos etiqueta tales como
c-myc, HA, FLAG) (Using antibodies: a laboratory manual. Ed. Harlow and David Lafie (1999). Cold Spring Harbor
Laboratory Press. New York. Capitulo: Tagging proteins. Pp. 347-377).

El empleo del sistema de expresion génica proporcionado por esta invencion para la produccién y obtencion de las
proteinas de la invencidn constituye un aspecto adicional de esta invencion.
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En otro aspecto, la invencién proporciona una célula hospedadora que contiene una secuencia de nucleétidos que
codifica para las proteinas de la invencién. En una realizacién particular, dicha célula hospedadora es una célula de
insecto, de mamifero o levadura transformada con un sistema de expresién proporcionado por esta invencién que
comprende una construccién génica que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina de la
invencion. Practicamente cualquier tipo de célula eucariota puede ser utilizada para la puesta en practica del procedi-
miento de la invencidn; no obstante, en una realizacién particular, dicha célula es de insecto para expresar la proteina
N o de mamifero para expresar la proteina HE. En el caso de usar una levadura, se puede seleccionar una levadura del
género Saccharomyces, por ejemplo, S. cerevisae, S. pombe, etc., o una levadura del género Pichia, por ejemplo, P.
pastoris, etc.

Dichas proteinas de la invencién pueden ser utilizadas para desarrollar anticuerpos especificos, para identificar
sueros de animales infectados y para inmunizar animales, en particular, cerdos, por lo que pueden ser utilizadas con
fines de diagndstico o terapéuticos.

En primer lugar, las proteinas de la invencion, preferentemente la proteina N purificada y fragmentos o péptidos
de la proteina HE de la invencién se han utilizado para la obtencién de anticuerpos funcionalmente activos.

Tal como se utiliza en la presente invencidn el término “anticuerpo funcionalmente activo” se refiere a un anti-
cuerpo recombinante que mantiene su capacidad de unién a antigeno perteneciente, incluyendo minianticuerpos, que
se definen como fragmentos derivados de anticuerpos construidos por tecnologia de ADN recombinante, que, pese a
su menor tamafio, conservan la capacidad de unién al antigeno ya que mantienen al menos un dominio variable de
inmunoglobulina donde residen las zonas de unién a antigenos, y que pertenece, a titulo ilustrativo y sin que limite
el alcance de la invencion, al siguiente grupo: Fab, F(ab’)2, scFv, y anticuerpos recombinantes monodominio (dAbs).
En el marco de la presente invencion, se entiende por anticuerpos recombinantes monodominio y/o dominios tipo
inmunoglobulina con capacidad de unién y reconocimiento independiente, tanto a los dominios variables de cadena
pesada (VH), a los dominios variables de cadena ligera (VL), a los anticuerpos recombinantes de camélidos (VHH),
los anticuerpos recombinantes de camélidos humanizados, los anticuerpos recombinantes de otras especies cameliza-
dos, los anticuerpos monodominio IgNAR de peces cartilaginosos; es decir, que se incluyen tanto dominios que de
forma natural son monodominio (caso de VHH e IgNAR), como anticuerpos que por ingenieria se han alterado para
que por si solos sean capaces de interaccionar con el antigeno y mejorar sus propiedades de estabilidad y solubilidad.
Se incluye en esta definicién cualquier modificacién de los anticuerpos recombinantes como su multimerizacién o la
fusién a cualquier molécula (p.ej. toxinas, enzimas, antigenos, otros fragmentos de anticuerpos, etc.).

El anticuerpo funcionalmente activo puede ser obtenido de un ser humano o un animal (p.ej. camellos, llamas,
vicufas, ratones, ratas, conejos, caballos, tiburones nodriza, etc.) o mediante técnicas de DNA recombinante o sintesis
quimica de genes, y por otro lado, incluye tanto a anticuerpos monoclonales como a anticuerpos policlonales.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo especifico de la proteina de la invencién, en adelante
anticuerpo de la invencidn, ya sea monoclonal o policlonal, o especifico de un fragmento o péptido de la misma.

Otra realizacién particular lo constituye el anticuerpo de la invencién que es especifico de una proteina de la
invencion perteneciente al siguiente grupo: proteina N de SEQ ID NO: 9 (ver Ejemplo 4), proteina M de SEQ ID NO:
11 y proteina HE de SEQ ID NO: 13.

Otra realizacién particular lo constituye el anticuerpo de la invencién que es especifico de un fragmento de una
proteina de la invencidn perteneciente al siguiente grupo: proteina N de SEQ ID NO: 9, proteina M de SEQ ID NO:
11 y proteina HE de SEQ ID NO: 13, preferentemente un fragmento de la proteina HE (ver Ejemplo 4), y mds prefe-
rentemente de los péptidos 286E1 (SEQ ID NO: 14) y 286F1 (SEQ ID NO: 16) correspondientes, respectivamente, a
los aminoécidos 50-60 y 150-160 de 1a proteina HE de la invencién. Estos anticuerpos policlonales se han obtenido en
conejo y rata (Ejemplo 4.2).

Los anticuerpos anteriores pueden ser utilizados en procedimientos inmunolégicos de diagndstico de torovirus
porcino, a partir de muestras de heces de cerdos o de restos de granjas para el control de infecciones o estudios
epidemioldgicos de torovirus, formando parte de un sistema de diagndstico inmunoldégico de torovirus porcino.

Por lo tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de dichos anticuerpos de la invencién en la
elaboracién de sistema de diagnéstico inmunolégico de torovirus porcino, tales como, sistema de ELISA, tira de inmu-
nocromatografia o de Western blot, que permita la identificacién de dichos virus en una muestra bioldgica, por ejemplo
heces de un animal sospechoso de padecer o haber padecido una infeccién por torovirus porcino, preferentemente un
cerdo.

En otro aspecto, la invencion proporciona un sistema de diagndstico inmunolégico de torovirus porcino que com-
prende una cantidad efectiva de uno o varios anticuerpos de la invencién, capaces de interactuar con una proteina de
un torovirus porcino.

En otra realizacion particular, dicho sistema de diagnéstico inmunolégico es un ELISA que comprende uno de los
anticuerpos de la invencién frente a las proteinas N, M y HE, o una mezcla de varios de ellos, preferentemente una
mezcla de anticuerpos que reconocen las proteinas N y HE.
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En otra realizacién particular, dicho sistema de diagndstico es una tira inmunocromatogréfica que comprende uno
de los anticuerpos de la invencidn frente a las proteinas N, M y HE, o una mezcla de varios de ellos, preferentemente
una mezcla de anticuerpos que reconocen las proteinas N y HE.

En otra realizacién particular, dicho sistema de diagndstico es un sistema inmunoblot que comprende uno de los
anticuerpos de la invencion frente a las proteinas N, M y HE, o una mezcla de varios de ellos, preferentemente una
mezcla de anticuerpos que reconocen las proteinas N y HE.

Ademds, en otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de dichas proteinas de la invencién en la elabora-
cién de medicamentos tales como, vacunas. En una realizacion particular, dicho medicamento es una vacuna destinada
a conferir proteccion a animales, en particular, cerdos, frente a infecciones de torovirus porcino.

Los anticuerpos generados durante la respuesta inmune desarrollada frente a un patégeno, por ejemplo, por un
cerdo, permanecen en el suero del individuo durante varias semanas, por lo que la deteccién de estos anticuerpos en
los sueros de los cerdos permite obtener informacion acerca de la presencia de un patégeno en el ambiente de la pobla-
cion y en dichos individuos. Asi, en esta invencion se describe la utilizacién como antigeno de varias de las proteinas
o fragmentos de las mismas (péptidos) de esta cepa aislada de torovirus porcino PToV-BRES?2, preferentemente la
proteina N, M o HE, y especialmente de la proteina de la nucleocdpsida, N, para la deteccién por técnicas inmunolégi-
cas, preferentemente por ELISA y por inmunoblot de anticuerpos frente a PToV en muestras de sueros de mamiferos,
preferentemente animales, y mds preferentemente de cerdo. La proteina N de PToV retne varias caracteristicas por
las que es un candidato idéneo para desarrollar un sistema de diagndstico y una vacuna, como es el presentar un
alto grado de conservacién en torovirus, ser una proteina abundante en la particula viral, y ser muy inmunogénica
(Ejemplo 5).

Frente a la alta inmunogenicidad de la proteina N, la proteina M es menos inmunogénica, por lo que su utilidad
como antigeno para diagndstico seroldgico es reducida, aunque puede utilizarse conjuntamente con la proteina N y/o la
proteina HE para la identificacion de anticuerpos en sueros de animales. En cuanto a la proteina HE, se ha comprobado
que induce la produccién de anticuerpos en animales infectados con el virus bovino BToV (Cornelissen y col., 1997).
Ademas, utilizando la proteina HE de PToV como antigeno en ELISA en la presente invencién se ha comprobado que
la proteina es reconocida por sueros porcinos positivos para torovirus, aunque la reactividad frente a esta proteina es
menor que frente a la proteina N (Ejemplo 5a). Por tanto, ambas proteinas M y HE pueden utilizarse como un segundo
y/o tercero antigeno de confirmacion en ensayos serolégicos, conjuntamente con la proteina N.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de dichas proteinas de la invencién en la
elaboracion de sistema de diagndstico inmunoldgico de torovirus porcino, tales como, sistema de ELISA, tira de
inmunocromatografia o de Western blot, que permita la identificacién conjunta y simultdnea de anticuerpos frente a
las proteinas de la invencidn presentes en una muestra bioldgica de cerdos.

Tal como se utiliza en la presente invencidn el término “muestra bioldgica” se refiere a una muestra bioldgica tipo
suero, plasma o sangre de un animal sospechoso de padecer o haber padecido una infeccién por torovirus porcino,
preferentemente un cerdo.

En otro aspecto, la invencién proporciona un sistema de diagndstico inmunolégico torovirus porcino que com-
prende una cantidad efectiva de una o varias proteinas de la invencién, capaces de interactuar con anticuerpos anti-
torovirus porcino.

En otra realizacién particular, dicho sistema de diagndstico inmunoldgico es un ELISA que comprende una de las
proteinas de la invencién N, M y HE, o una mezcla de varias de ellas, preferentemente una mezcla de N y HE (Ejemplo
35).

En otra realizacién particular, dicho sistema de diagnéstico es una tira inmunocromatografica que comprende una
de las proteinas de la invenciéon N, M y HE, o una mezcla de varias de ellas, preferentemente una mezcla de N y HE
(Ejemplo 5).

La realizacién de una tira inmunocromatografica que comprenda un sistema de visualizacién de la reaccién anti-
geno-anticuerpo (pj. particulas coloidales o microesferas coloreadas recubiertas por un anticuerpo), la inmovilizacién
de las proteinas de la invencién, un soporte inerte que permita el flujo de dichos elementos reconstituidos al afiadir
el suero o plasma, y un sistema control de las condiciones de la propia reaccién inmunocromatogréfica, puede ser
desarrollado facilmente por un experto en la materia y con la informacién suministrada por la invencién.

En otra realizacién particular, dicho sistema de diagnéstico es un sistema inmunoblot que comprende una de las
proteinas de la invencién N, M y HE, o una mezcla de varias de ellas, preferentemente una mezcla de N y HE (Ejemplo
5).

Ademds, en otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de dichas proteinas de la invencién en la elabora-

cién de medicamentos tales como, vacunas. En una realizacion particular, dicho medicamento es una vacuna destinada
a conferir proteccion a animales, en particular, cerdos, frente a infecciones de torovirus porcino.
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En otro aspecto, la invencién proporciona una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
una o varias protefnas del complejo de la invencién (proteinas N, M y HE), junto con, opcionalmente, uno o mas
adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables. Dicha vacuna es ttil para proteger animales, en particular,
cerdos, frente a torovirus porcino. En una realizacién preferida, la vacuna proporcionada por esta invencién es una
vacuna util para proteger cerdos lactantes de la infeccién causada por torovirus, aunque también puede tener utilidad
para prevenir reinfecciones en individuos adultos.

En este sentido, ademads los virus, por ejemplo virus vaccinia, pueden utilizarse para la elaboraciéon de vacunas
de DNA de forma alternativa a la descrita anteriormente, pudiéndose tomar como ejemplo, a titulo ilustrativo, el pro-
pio virus vaccinia desarrollado para la expresién de la proteina HE de esta invencion para elaborar una vacuna. Asi,
otro objeto particular de la invencién lo constituye una vacuna frente torovirus porcino ttil para proteger animales,
en particular, cerdos, caracterizada porque comprende un virus vaccina que comprende a su vez, al menos una, las
secuencias de nucledtidos de los genes N, M y HE (SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12). La elabo-
racién de este tipo de vacunas, preferentemente atenuadas puede ser llevada a cabo facilmente por un experto en la
materia (Sutter G, Staib C. 2003. “Vaccinia vectors as candidate vaccines: the development of modified vaccinia virus
Ankara for antigen delivery”. Curr Drug Targets Infect Disord., 3:263-71; Ishii K, Hasegawa H, Nagata N, Mizutani
T, Morikawa S, Suzuki T, Taguchi F, Tashiro M, Takemori T, Miyamura T, Tsunetsugu-Yokota Y. 2006. “Induction
of protective immunity against severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) infection using highly
attenuated recombinant vaccinia virus DIs”. Virology, 351: 368-80).

En el sentido utilizado en esta descripcidn, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
de las proteinas de la invencién calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras
causas, por las caracteristicas propias de dichas proteinas de la invencién y el efecto de inmunizacién a conseguir.

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas vacunas son los
adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en la materia y utilizados habitualmente en la elaboracién de
vacunas.

En una realizacion particular, dicha vacuna se prepara en forma de una solucién o suspension acuosa, en un dilu-
yente farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina, solucién salina tamponada con fosfato (PBS), o cualquier
otro diluyente aceptable farmacéuticamente.

La vacuna proporcionada por esta invencioén puede ser administrada por cualquier via de administracion apropiada
que dé como resultado una respuesta inmune protectora frente a la secuencia heteréloga o epitopo utilizado, para
lo cual dicha vacuna se formulard en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracién elegida. En una
realizacién particular, la administracién de la vacuna proporcionada por esta invencién se efectda por via parenteral,
por ejemplo, por via intraperitoneal, subcutanea, etc.

Finalmente, la caracterizacién de los genes que expresan las proteinas N, M y HE de la invencién (SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 10 Y SEQ ID NO: 12) ha permitido el desarrollo de técnicas especificas de deteccidn viral mediante
amplificacién por PCR del DNA obtenido por RT-PCR a partir del RNA de este torovirus porcino (mds concretamente
de cDNA obtenido a partir de su RNA) o mediante Northern blot que pueden ser utilizadas en procedimientos de
diagnéstico de torovirus porcino (ver Ejemplo 1), a partir de muestras de heces de cerdos o de restos de granjas para
el control de infecciones o estudios epidemiolégicos de torovirus.

Asi, en otro aspecto la invencién se relaciona con un sistema de diagndstico de torovirus porcino a partir de
una muestra bioldgica mediante la identificacién de material genémico, en adelante procedimiento de identificacién
genémica de la invencidn, especifico de torovirus porcino, basado en la identificacién de los genes N, M y HE, de
secuencias SEQ ID NO: §, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11, respectivamente.

Otro aspecto particular, lo constituye un procedimiento de identificaciéon genémica de la invencién basado en la
amplificacién de DNA y que comprende las siguientes etapas:

iv) aislamiento de material génico de una muestra bioldgica sospechosa de contener torovirus porcino y obten-
cion del cDNA correspondiente,

V) amplificacién por PCR de dicho cDNA mediante oligonucleétidos especificos para, al menos, uno de los
genes de la invencién, gen N, M y HE que se corresponden, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance
de la invencion, respectivamente, con los siguientes:

- pareja de oligos PToV-N5’ y PToV-N3’ para el gen N (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2),
- pareja de oligos PToV-M5’ y PToV-M3’ para el gen M (SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4), Y
- pareja de oligos PToV-HES’ y PToV-HE3’ para el gen HE (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6), y

vi) diagnéstico de un torovirus porcino si alguno de los genes de la invencién es amplificado en ii).
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Otro aspecto adicional lo constituyen oligonucleétidos o cebadores utilizados en la identificacién gendmica de la
invencioén basado en la amplificaciéon de DNA, preferentemente las parejas de oligonucledtidos siguientes:

- pareja de oligos PToV-N5’ y PToV-N3’ para el gen N (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2),
- pareja de oligos PToV-M5’ y PToV-M3’ para el gen M (SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4), Y
- pareja de oligos PToV-HES’ y PToV-HE3’ para el gen HE (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6).

Otro aspecto particular, lo constituye un procedimiento de identificaciéon genémica de la invencién basado en la
técnica de Northern blot con sondas de polinucleétidos especificas de los genes N, M y HE, de secuencias SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11, respectivamente.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra los tamafios de los fragmentos amplificados a partir del cDNA de PToV-BRES?2 utilizando
como cebadores los oligonucledtidos descritos en la Tabla 1, analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
Como marcadores de peso molecular se utilizaron una escalera de DNA de 100 pb (a la izquierda) y otra de 1000 pb
(a la derecha). Los pesos moleculares de cada marcador se indican en pb.

La Figura 2 muestra las secuencias de nucledtidos de los fragmentos amplificados a partir del cDNA de PToV-
BRES2, correspondientes a la ORFS (Figura 2A), ORF3 (Figura 2B) y ORF4 (Figura 2C), que codifican las proteina
N, M y HE, respectivamente.

La Figura 3 muestra el andlisis de la expresion de la proteina N de PToV-BRES?2 en células de insecto a diferentes
tiempos postinfeccion (24, 48 y 72 hpi) con el virus rBac-PToVBRES2-N mediante SDS-PAGE vy tincién con azul
coomassie (A) e inmunoblot con un suero comercial anti-his y con el suero anti-BRES que corresponde al animal
infectado con el aislado de torovirus porcino PToV-BRES2 (B). La posicién de la proteina N se indica con una punta
de flecha. Los tamaiios de los marcadores de peso molecular en kilodaltons se indican a la izquierda o a la derecha de
cada panel.

La Figura 4 muestra el andlisis de la expresion de la proteina M de PTOV-BRES?2 en células de insecto a diferentes
tiempos postinfeccidn (24, 48 y 72 hpi) con el virus rBac-PToVBRES2-M mediante SDS-PAGE vy tincién con azul
coomassie (A) e inmunoblot con los sueros anti-his y anti-BEV-My, (B). La posicion de la proteina M se indica con
una punta de flecha. Los tamafios de los marcadores de peso molecular en kilodaltons se indican a la izquierda de cada
panel.

La Figura 5 muestra el andlisis de la expresion de la proteina HE de PToV-BRES?2 en células de insecto a diferentes
tiempos postinfeccion (24, 48 y 72 hpi) con el virus rBac-PToVBRES2-HE mediante SDS-PAGE Yy tincién con azul
coomassie (A) e inmunoblot con los sueros anti-his y anti-BRES (B). La posicién de la proteina HE se indica con
una punta de flecha. Los tamafios de los marcadores de peso molecular en kilodaltons se indican a la izquierda o a la
derecha de cada panel.

La Figura 6 muestra los distintos pasos del proceso de purificacién de la proteina recombinante N de PTOV-BRES?2.
Las muestras de proteina correspondientes al extracto celular inicial (Fo), fraccién insoluble (Fi), la resina antes (Ro)
y después de las eluciones (Rf) y las eluciones de la proteina (E1, E2, y E3) fueron analizadas mediante inmunoblot
con el suero anti-his. La posicién de la proteina N recombinante se indica con una punta de flecha. Los tamafios de los
marcadores de peso molecular en kilodaltons se indican a la izquierda de la figura.

La Figura 7 muestra el andlisis de la proteina HE expresada en células de mamifero por el virus recombinante
rVV-HE analizada mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras, y observada tras la inmunodeteccién con los
sueros porcinos anti-BRES (A) y Serotec (suero porcino comercial de la casa Serotec Ltd. en el que se ha comprobado
la presencia de anticuerpos frente a torovirus) (B). La posiciéon de la proteina N recombinante se indica con una
punta de flecha. Los tamafios de los marcadores de peso molecular en kilodaltons se indican a la izquierda de cada
panel.

La Figura 8 muestra la reactividad del suero policlonal generado en conejo frente a la proteina HE de PToV median-
te la inmunizacién con dos péptidos sintéticos (286E1 y 286F1). (A) Andlisis mediante inmunoblot de la reactividad
del suero con la proteina expresada en células de mamifero por el virus recombinante rVV-HE. Las diluciones del
suero se indican en la parte superior del gel. La posicion de la proteina HE recombinante se indica con una punta de
flecha. (B) Anadlisis por inmunomicroscopia electrénica de la reactividad del suero anti-HE con la proteina HE presente
en la superficie de una particula de PToV.

La Figura 9 muestra la reactividad del suero policlonal generado en conejo frente a la proteina N de PToV me-
diante la inmunizacién con la proteina recombinante purificada a partir de células de insecto infectadas con el virus
recombinante rBac-PToVBRES2-N. Extractos de células de insecto no infectadas (Mock) o infectadas durante 24, 48
y 72 horas se separaron mediante SDS-PAGE y las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se
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hicieron reaccionar con el suero policlonal diluido 1:1000. La posicién de la proteina N recombinante se indica con
una punta de flecha. Los tamafios de los marcadores de peso molecular en kilodaltons se indican a la izquierda de la
figura.

La Figura 10 muestra la reactividad en ELISA frente a las proteinas N y HE de PToV-BRES2 recombinantes de
la invencién de diferentes sueros porcinos. Las proteinas purificadas a partir de células de insecto infectadas con el
virus rBac-PToVBRES-N o a partir de células de mamifero infectadas con el virus rVV-HE se utilizaron para tapizar
los pocillos de una placa de ELISA, utilizando 400 ng de cada proteina por pocillo. Los pocillos se incubaron por
duplicado con los sueros Serotec y anti-Bres asi como con otras muestras de sueros porcinos procedentes de distintas
granjas (ZAR 410, ZAR 1301, JA2, JA6 y EST512) y con los sueros control de conejo con anticuerpos anti-N y anti-
HEpept. En la figura se muestran las medias de los valores de densidad éptica obtenidos para cada suero frente a las
proteinas N y HE.

La Figura 11 muestra los resultados de la titulacién del antigeno con el suero policlonal de conejo anti-N para la
optimizacion de las condiciones del ELISA frente a la proteina N. En la figura se muestran las curvas obtenidas para
cada cantidad (400, 200, 100 y 50 ng) de proteina N purificada con las distintas diluciones del suero.

La Figura 12 muestra los resultados de la titulacién de los sueros porcinos Serotec y anti-Bres frente a 400 ng de
la proteina N para la eleccién de la dilucién 6ptima de los sueros porcinos a analizar en el ELISA.

La Figura 13 muestra la ausencia de reactividad cruzada entre los anticuerpos frente a los virus de cerdo TGEV
y PRRSV y la proteina N de PToV. Se analiz¢ la reactividad en ELISA de sueros de animales libres de patégenos no
inmunizados (spf), o inoculados con los virus PRCV (anti-PRCV) y PRRSV (anti-PRRSV), y de los sueros porcinos
positivos para PToV anti-BRES y Serotec, frente a la proteina N de PToV purificada, y frente a particulas virales
purificadas de PRRSV y TGEV. En la figura se muestran las medias de los valores de densidad éptica obtenidos para
cada suero diluido 1:100.

La Figura 14 muestra la ausencia de reactividad en inmunoblot de los sueros anti-PRCV y anti-PRRSV frente a
la proteina N de PToV purificada y frente a particulas virales purificadas de BEV. El suero porcino Serotec reconoce
la proteina N de PToV, y en menor medida la proteina N presente en las particulas virales del torovirus equino BEV,
pero también presenta anticuerpos que reconocen la proteina M de PRRSV vy la proteina N de PRCV. Este resultado
es improbable que se deba a una reactividad cruzada ya que un suero policlonal producido frente al virus equino (anti-
BEV), que reconoce especificamente las proteinas N tanto del virus homélogo BEV como de PToV, no reacciona con
las proteinas de PRRSV o PRCV. Ademis los sueros anti-PRCV y anti-PRRSV reaccionan especificamente con las
proteinas del virus homélogo, pero no reconocen la proteina N de PToV ni las proteinas de BEV.

La Figura 15 muestra los resultados obtenidos del andlisis por ELISA frente a la proteina N de PToV en un
muestreo con sueros de campo procedentes de diferentes granjas de cerdos de Navarra (A), Aragén (B) y Galicia (C).
En los tres casos se incluy6 el suero Serotec como control positivo y suero de animales spf como control negativo.

La Figura 16 muestra los resultados obtenidos del andlisis por inmunoblot frente a la proteina N de PToV de los
mismos sueros de campo utilizados en la Figura 15, que proceden de diferentes granjas de Navarra (A), Aragén (B) y
Galicia (C). En los tres casos se incluy6 el suero Serotec como control positivo.

Ejemplos de la invencion

Ejemplo 1

Amplificacion y clona je de las ORFs correspondientes a las proteinas N, M y HE del aislado PToV-BRES?2
a.- Extraccion de RNA viral a partir de la muestra de heces

Se utiliz6 el kit comercial High pure RNA isolation kit (Roche Applied Science). Brevemente, se utilizaron 200 pl
de material de partida y el RNA se recuperd en 60 ul de tamp6n de elucién (agua libre de RNasas y DNasas) provisto
por el fabricante. E1 RNA obtenido se conservé a -80°C.

La extraccién y manipulacion de RNA se llevo a cabo utilizando materiales y reactivos libres de RNasas y dedica-
dos exclusivamente a estos procedimientos, y en un ambiente aislado del resto del laboratorio.

b.- Obtencion de cDNA viral

A partir de este RNA, se obtuvo su cadena de DNA complementaria (cDNA) utilizando hexdmeros aleatorios como
cebadores a fin de conseguir cadenas de cDNA representativas de todo el genoma del virus. Mds concretamente, las
reacciones de la transcriptasa reversa (RT) para la sintesis de las cadenas de cDNA se llevaron a cabo utilizando el
sistema SuperScript II (Invitrogen, Corp) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se afiadieron 8 ul
de RNA a una mezcla de 10 pmoles de desoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs) (Roche Applied Science) y 200 ng de
hexdmeros aleatorios (Roche Applied Science). La mezcla se incubé durante 5 minutos a 65°C y 1 minuto en hielo.
A continuacion se afiadieron 9 ul de una mezcla de reaccion RT que contenia Tris-HC1 50 mM, pH 8,3; KCI 75 mM,
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MgCl, 7,5 mM,; dithiotreiol (DTT) 10 mM y 40 U de inhibidor de ribonucleasas (Fermentas). Se incub6 esta mezcla
2 minutos a 42°C y se afadieron 200 U (1 ul) de transcriptasa reversa SuperScriptIl (Invitrogen, Corp) y se incub6 de
nuevo 50 minutos a 42°C. Transcurrido este tiempo la enzima se inactivo mediante una incubacién a 75°C, 15 minutos.
El cDNA obtenido se almacené a -20°C.

Todo el proceso se llevé a cabo en instalaciones separadas de la extraccion de RNA, con pipetas y puntas con filtro
dedicadas exclusivamente a este procedimiento.

c.- Obtencion de las ORFs correspondientes a las proteinas N, M y HE de PToV mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) a partir del cDNA

A continuacion, para obtener por separado las ORFs 5, 3 y 4 correspondientes a las proteinas N, M y HE de

torovirus porcino, se utilizé la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando para ello los oligonucleétidos
descritos en la Tabla 1.

TABLA 1

Oligonucledtidos utilizados para el clonaje de los genes de PToV

Oligonucledtido |SEQ ID NO# |Secuencia (5’=>3’)

PTOV~-N5" 1 GGATCCATGAATTCTATGCTTA
PTOV-N3" 2 TCTAGATTAATTCAAAGCCACTT
PToV-M5" 3 GGATCCATGTTTGATACAAA
PTOV-M3' 4 TCTAGACTACTCAAACTTTACACTTG
PToV-HES5!' 5 GGATCCATGTTGAGGATGAT
PToV-HE3"' 6 CGTCTAGAGCCTAATAACTACTTAAACA
ToV-M 5! 7 AGTATGACCTTTACTGGCTA

Las secuencias para el reconocimiento de enzimas de restriccion se indican subrayadas. Los codones de inicio y
de parada de la traduccidn se indican en negrita.

El gen N de PToV-BRES2 (ORF5) que codifica la proteina de la nucleocapsida N se amplificé por RT-PCR a
partir de una muestra de heces de cerdo que contiene el aislado de torovirus porcino PToV-BRES?2. Para amplificar la
secuencia de la ORFS5 se utilizaron los oligonucleétidos PToV-N5’ (SEQ ID NO: 1) y PToV-N3’ (SEQ ID NO: 2) y
el resultado se visualiz6 en un gel de agarosa al 1% y tincién con bromuro de etidio. Se obtuvo un tnico producto de
RT-PCR. Este producto tiene una longitud de 500 pb similar al descrito para la ORF5 de los torovirus (Figura 1). De
forma similar y utilizando las parejas de oligonucleétidos SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4y SEQID NO: 5y SEQ ID
NO: 6 se amplificaron los genes correspondientes a proteinas M y HE, respectivamente, obteniéndose fragmentos con
los tamaiios esperados de 700 y 1200 pares de bases (pb) descritos para las ORFs 3 y 4, respectivamente (Figura 1).

Mais en detalle, para la amplificacion de los genes N, M y HE se llevaron a cabo las siguientes reacciones de PCR:
e PToV-BRES2-N:

La amplificacion de la secuencia codificante de la proteina N se llevo a cabo utilizando los oligonucleétidos PToV-
N5’ (SEQ ID NO: 1) y PToV-N3’ (SEQ ID NO: 2), en una reaccién de PCR que contenia 2 ul de cDNA, 2,5 ul de
tamp6n de PCR 10X (20 mM de Tris-HCI, pH 8,0; KC1 50 mM), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada oligonucleétido,
0,2 uM de dNTPs; 1 U de la DNA polimerasa Taq platinum (Invitrogen Corp.) y 18 ul de agua libre de DNasas. El
programa de amplificacién consistié en 2 minutos a 92°C; 30 ciclos de 40 segundos a 92°C, 40 segundos a 50°C, 40
segundos a 72°C; y un ciclo de 5 minutos a 72°C.

e PToV-BRES2-M:

La secuencia codificante de la proteina M se amplificé utilizando los oligonucle6tidos PToV-M5’ (SEQ ID NO:
3) y PToV-M3’ (SEQ ID NO: 4). El resto de los componentes de la mezcla de reaccidon fueron los mismos que en el
caso anterior. El programa de amplificacién fue: 2 minutos a 92°C; 20 ciclos de 40 segundos a 92°C, 40 segundos a
50°C, 40 segundos a 72°C; y 10 ciclos en los que a cada ciclo se afiadia 20 segundos mads al tiempo de extension, y
finalmente un paso de 5 minutos a 72°C.
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e PToV-BRES2-HE:

En primer lugar, a partir del cDNA obtenido por RT y utilizando los oligonucleétidos PToV-HE3’ (SEQ ID NO:
6) y ToV-M5’ (SEQ ID NO: 7) se amplificé la secuencia codificante de la proteina HE junto con parte del gen M y la
region intergénica entre ambos genes. El producto de esta reaccidn se secuencid, y en base a esta secuencia se disefid
el oligonucleétido PToV-BRES2-HES’ (SEQ ID NO: 5) en la regién 5° del gen HE. Los oligonucleétidos PToV-
BRES2-HES’ y PToV-HE3’ se utilizaron para amplificar el gen HE a partir del cDNA. La reaccién se llevé a cabo
utilizando el sistema High Fidelity System (Eppendorf) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afiadieron 2 ul
de cDNA a una mezcla de reaccion que contenia IX high fidelity buffer (Eppendorf), 200 uM dNTPs, 200 nM de cada
oligonucleétido y 0.71 U/ul de la mezcla de enzimas TripleMaster polymerase mix. La mezcla de reaccién se incubd
a 93°C 3 minutos, seguido de 10 ciclos de 1 minuto a 93°C, 40 segundos a 50°C y 5 minutos a 68°C, y 25 ciclos en los
que el tiempo de extensién se aumentaba 20 segundos en cada ciclo. Por tltimo, se afiadié un paso de 10 minutos a
68°C.

d.- Clonaje y secuenciacion de las ORFs correspondientes a las proteinas N, M y HE de PToV-BRES2

El fragmento de 500 pares de bases correspondiente al gen N de PToV-BRES?2 (SEQ ID NO: 8) que se obtuvo
mediante PCR se cloné en el vector comercial pGemT-Easy (Promega Corp.). Después de la ligacién con DNA T4
Ligasa (New England Biolabs) la mezcla de reaccién se utiliz6 para transformar E. coli DHS5« por choque térmico. Las
bacterias se sembraron en placas de agar en presencia de ampicilina y X-Gal. Las colonias positivas se seleccionaron
por blanco/azul y la presencia del inserto se comprob6 por PCR.

Los clones positivos se crecieron en medio LB y en presencia de ampicilina. A partir de estos cultivos se obtuvieron
preparaciones de los DNA plasmidicos de los distintos clones seleccionados mediante la utilizacién del kit comercial
Quiaprep® miniprep kit (Quiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. La correcta insercién del fragmento
correspondiente al gen N en los distintos clones se confirmé mediante digestién enzimdtica con las enzimas de restric-
ciéon BamHI y Xbal y mediante secuenciacion a partir de los oligonucledtidos correspondientes a las secuencias de los
promotores T7 y Spb presentes en el vector.

En total se secuenciaron 4 clones independientes. La secuencia consenso de estos 4 clones (Figura 2A) queda agru-
pada con el resto de las secuencias del gen N de los aislados porcinos con las que presenta un 91-93% de homologia.
La homologia respecto a las cepas de BToV B145, B150, B155 y B156 y B1314 fue de un 91-93%, mientras que
respecto al aislado bovino BRV fue solo de un 69%. Finalmente la homologia frente a BEV, fue del 70%.

A continuacién, y de forma similar las ORFs 3 y 4 (SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12) correspondientes a las
proteinas M (Figura 2B) y HE (Figura 2C) se insertaron en el mismo vector comercial pGemT-Easy (Promega Corp.)
y se secuenciaron, a partir de distintos clones independientes. Las secuencias de los distintos clones demostraron que
los productos obtenidos correspondian a los genes M y HE torovirus porcino, mostrando una homologia del 98% en
el caso del gen M, y del 92-80% en el caso del gen HE, frente al resto de aislados porcinos descritos en la bibliografia.

Ejemplo 2

Generacion de baculovirus recombinantes que expresen las proteinas N, M y HE de PToV-BRES? codificadas por las
ORFss 5, 3 y 4, respectivamente

a.- Construccion de vectores de transferencia y de bacmidos para baculovirus que contengan las ORFs 5, 3y 4 de
PToV que codifican las proteinas N, M y HE, respectivamente

Para la generacién del baculovirus recombinante que exprese la ORF5 de PToV-BRES?2, el gen completo se clon6
en el vector comercial de transferencia para baculovirus pFastBac-HTc (Invitrogen Corp.), mediante digestién enzi-
matica del plasmido pGT-PToVBRES2-N con las endonucleasas BamHI y Xbal y ligacién en los mismos lugares de
restriccion en el pldsmido pFastBac-HTc, obteniéndose la construcciéon pFB-PToVBRES2-N, en la que el gen de la
proteina N de PToV, queda bajo el control del promotor temprano/tardio de la polihedrina de baculovirus y en fase en
su extremo 5’ con la secuencia que codifica una cola de histidinas (His-tag) presente en el plasmido.

A continuacidn, el plasmido generado pFB-PToVBRES2-N, se utiliz6 para transformar bacterias E. coli DH10Bac,
que contienen un bacmido lacZ-mini-atfTn7, para la generacién de baculovirus recombinantes por recombinacién
homologa, y un pldsmido en el que estdn codificadas las proteinas mediadoras de la recombinacién. Las bacterias
transformadas se crecieron durante 3 dias hasta observarse actividad 5-galactosidasa en las colonias que portan los
bacmidos no recombinantes. Se seleccionaron dos clones independientes de cada transformacidn, se crecieron y los
bacmidos recombinantes se purificaron mediante lisis alcalina (Sambroock y col., 2001).

Siguiendo la misma estrategia se introdujeron los genes que codifican las proteinas M y HE de PToV-BRES2
en el vector de transferencia para baculovirus pFastBac-HTc, dando lugar a las construcciones pFB-PToVBRES2-
M y pFB-PToVBRES2-HE. Con estos pldsmidos se transformaron bacterias E. coli DH10Bac, y se obtuvieron los
correspondientes bicmidos recombinantes conteniendo los genes correspondientes a las proteinas M y HE, los cuales
fueron seleccionados y purificados segtin se ha descrito anteriormente.
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b.- Obtencion de baculovirus recombinantes que contengan las ORFs 5, 3 y 4 de PToV que codifican las proteinas
N, M y HE, respectivamente

Los bacmidos recombinantes conteniendo el gen N de PToV-BRES?2 se utilizaron para transfectar células High Five
mediante el uso de lipofectina (Invitrogen Corp.), siguiendo las instrucciones de la casa comercial suministradora.
Los cultivos transfectados se mantuvieron a 28°C hasta observar un extenso efecto citopatico, aproximadamente 3
dias, momento en qué se recogieron los sobrenadantes de los cultivos que contienen el virus recombinante, rBac-
PToVBRES2-N y se guardaron a 4°C como stock primario.

El baculovirus recombinante rBac-PToVBRES2-N se amplificé a partir del sfock primario mediante infeccion de
células de insecto High Five, y el sobrenadante de los cultivos se recogié cuando el efecto citopdtico era mayor, y se
guard6 igualmente a 4°C como stock secundario.

Siguiendo el mismo procedimiento se generaron los baculovirus recombinantes que contienen los genes que codi-
fican las proteinas M y HE de PToV-BRES2, rBac-PToVBRES2-M y rBac-PToVBRES2-HE, respectivamente.

c.- Andlisis de las proteinas recombinantes

Los baculovirus recombinantes generados se utilizaron para infectar células High Five, y analizar la expresion de
las proteinas recombinantes N, M y HE (SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 13) de PToV mediante
inmunodeteccién con un suero que reconoce la cola de histidinas (anti-his) asi como con un suero de cerdo con
anticuerpos frente a PToV (anti-BRES). Para ello, cultivos de células High Five fueron infectados a alta multiplicidad
con los diferentes virus recombinantes y fueron recogidos a diferentes tiempos post-infeccion para determinar en cada
caso el momento 6ptimo de expresion de la correspondiente proteina recombinante. Una vez recogidas las células se
lavaron dos veces con PBS mediante centrifugacién a 1500 rpm 5 minutos y se resuspendieron en tamp6n de muestra
(Laemmli, 1970) y los extractos celulares se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Los geles se tifieron con azul de coomassie o se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas
se bloquearon mediante incubacién durante 1 hora con una solucién de leche desnatada en polvo al 5% en PBS, y
posteriormente se incubaron con el suero que reconoce las histidinas o con sueros de cerdos que presentan anticuerpos
frente al virus PToV durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. Tras la incubacién se lavaron las
membranas y se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa diluido 1:1000 en la solucién
de bloqueo, durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana se lavo tres veces con PBS y el
inmuonoblot se revelé mediante quimioluminiscencia utilizando el sistema comercial ECL (Amersham Biosciences),
seguido de la exposicion a una pelicula de autorradiografia de alta sensibilidad (Biomax XAR film, Kodak).

En los extractos de células infectadas con el virus rBac-PToVBRES2-N analizados por SDS-PAGE vy tincién con
azul de coomassie se observé la aparicién de una proteina de 20 kDa a las 48 hpi, cuya cantidad aumenta a las 72 hpi.
Ademas, tanto el suero anti-his como el suero de cerdo anti-BRES reconocen una proteina mayoritaria de 20 kDa, que
se acumula en las células y se observa desde las 24 hpi. La proteina N de PToV tiene peso molecular tedrico de 16
kDa, por lo que el tamafio esperado de la proteina final una vez fusionada a la cola de histidinas (3 kDa) seria de 20
kDa, que coincide con el tamafio observado en los inmunoblots (Figura 3).

En los extractos de células infectadas con el virus rBac-PToVBRES2-M tanto el suero anti-his como un suero
policlonal dirigido contra el extremo amino terminal de la proteina (anti-My,) reconocen una proteina de 23 kDa
detectable a partir de las 48 hpi (Figura 4B). En el gel tefiido con azul de coomassie partir de las 72 hpi se puede
observar la acumulacién de la proteina M sobre el fondo de proteinas celulares presentes en el extracto (Figura 4A).
El peso molecular teérico de la proteina M de PToV es de 26 kDa y contando con la cola de histidinas, el peso total
tedrico de la proteina seria de 29 kDa. Sin embargo, previamente se ha descrito que en el caso del torovirus equino
BEV el carécter altamente hidrofébico de la proteina M hace que su movilidad electroforética corresponda a la de una
proteina de 22 kDa (Den Boon y col., 1991).

En muestras de células infectadas con el baculovirus recombinante rBac-PToV-HE el suero anti-his y el suero
porcino anti-BRES reconocen una proteina de 65 kDa presente desde las 24 hpi, y a las 4 8 y 72 hpi se detectaron
ademds proteinas de 120 y 250 kDa con ambos sueros (Figura 5B). Estas mismas bandas se observan en el gel tefiido
con coomassie en los extractos recogidos a 4 8 y 72 hpi (Figura 5A). El peso molecular teérico de la proteina HE
recombinante es de 51 kDa, 48 kDa correspondiente a la proteina HE y 3 kDa mds de la cola de histidinas. Sin
embargo, se ha descrito que la proteina HE de torovirus estd glicosilada (Cornelissen y col., 1997) y que el peso
molecular de la forma glicosilada es de 65 kDa. Por lo tanto, la proteina de 65 kDa detectada en los extractos de
células de insecto corresponderia a la forma glicosilada de la proteina. Las proteinas de 120 kDa y de 250 kDa podrian
corresponder a formas diméricas y tetraméricas de la proteina HE.

d.- Purificacion de las proteinas N, M y HE de PToV-BRES?2 recombinantes

Las proteinas N, M y HE recombinantes de PToV se purificaron mediante cromatografia de afinidad utilizando una
resina comercial de cobalto (Talén™, Clontech). Brevemente, las células High Five, infectadas a alta multiplicidad,
se recogieron en el momento de maxima infeccién, aproximadamente 48 hpi. Las células se recuperaron por centri-
fugacién a 3000 rpm 10 minutos y se lavaron dos veces con PBS mediante centrifugacién a 3000 rpm 10 minutos.
Tras los lavados, las células se resuspendieron en una solucién de lisis que contenia guanidina 6 M, NaCl 300 mM,
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H,NaPO, 50 mM, pH 8,0 e imidazol 1 mM, se homogenizaron por agitacién, se incubaron en hielo durante 30 minutos
y se sometieron a 3 pulsos de sonicacién a 80 V durante 10 segundos. Para eliminar los restos celulares se centrifugd
el extracto de células a 3000 rpm, 10 minutos a 4°C. El sobrenadante (10 ml) se afiadié a 2 ml de resina de cobalto
previamente estabilizada en la misma solucién de lisis y se incubd durante 2 horas a 4°C en una noria. Transcurrido
este tiempo se recuperd la resina mediante centrifugacion a 1500 rpm 5 minutos, y se lavé tres veces con solucién de
lisis sin imidazol. A continuacidn, se realizaron tres lavados con una solucién de urea 8 M, NaCl 300 mM, H,NaPO,
50 mM, pH 8,0, tras los cuales se recuperaron las distintas proteinas utilizando dos volimenes de una soluciéon de
imidazol 1 M, urea 8 M, 3 00 mM NaCl, H,NaPO, 50 mM, pH 8,0. La resina se mantuvo en agitacién en la noria toda
la noche a 4°C y tras una centrifugacion se recogié el sobrenadante (elucion 1) y se afiadié de nuevo tampdn de elucion
a la resina. Tras 20 minutos de agitacién en la noria a temperatura ambiente la mezcla se centrifugé y se recogi6 el
sobrenadante (elucidn 2), este proceso se repitié una tercera vez (elucion 3). La Figura 3 muestra el andlisis mediante
electroforesis en SDS-PAGE vy tincién con azul de coomassie de los distintos pasos de purificacién de la proteina N.

Una vez purificadas, se dializaron las distintas proteinas frente H,O MilliQ para eliminar el imidazol, y tras la
didlisis se liofilizaron. Las protefnas purificadas se disolvieron en la misma solucién de elucién pero en ausencia
de imidazol y se cuantificaron mediante un ensayo BCA diluyendo cada proteina al menos 1:5 en H,O MilliQ para
disminuir la concentracién de urea por debajo de 3 M y asi no interfiera en el ensayo. La curva de BSA se prepar6 en
una solucidn idéntica a la de la proteina diluida.

Ejemplo 3
Generacion de virus vaccinia recombinante que exprese la proteina HE de PToV-BRES?2 codificada por la ORF4

a.- Construccion de un vector de transferencia para vaccinia que contenga la ORF4 de PToV que codifica la
proteina HE

El fragmento de DNA correspondiente al gen HE de PToV-BRES-2 (SEQ ID NO: 12) se obtuvo mediante restric-
cién enzimatica del plasmido pGT-BRES2-HE con BamHI y Ncol y se subcloné en el vector pJR101 (Gherardi y col.,
1999), previamente digerido con las mismas enzimas, obteniéndose el vector pJR-BRES2-HE.

b.- Obtencion de un recombinante del virus vaccinia que exprese la proteina HE de PToV codificada por la ORF4

Para la obtencién del virus vaccinia recombinante que exprese la proteina HE (SEQ ID NO: 13) se infectaron
células BSC40 con un virus vaccinia parental de la cepa Western Reserve (WR) a baja multiplicidad de infeccion y
se transfectaron a continuacion con el plasmido pJR101- BRES2-HE, siguiendo un protocolo similar al utilizado en
la generacién de los recombinantes de baculovirus. A las 48 hpi, se recogieron las células y se centrifugaron a 1500
rpm durante 10 minutos. Las células depositadas se resuspendieron en medio de cultivo DMEM vy se lisaron mediante
tres ciclos de congelacion/descongelacion seguidos de 3 pulsos de sonicacion de 10 segundos a 80V cada uno, y se
centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos para eliminar los restos celulares. El sobrenadante obtenido se utilizé
para infectar nuevos cultivos y los virus recombinantes, que denominamos rVV-HE, fueron seleccionados en base al
color azul que desarrollan las placas de lisis tras la adicién de X-gluc al medio con agar en un ensayo de placa (Carroll
y Moss, 1995). Este proceso de seleccion se repitio tres veces y el virus recombinante seleccionado fue amplificado
mediante infeccién de nuevos cultivos celulares y los extractos obtenidos tras 72 horas de infeccién fueron lisados
segun se ha descrito anteriormente, y el sobrenadante obtenido sirvié como stock de virus.

c.- Andlisis de la proteina recombinante HE

El virus recombinante rVV-HE se utiliz6 para infectar células BSC40, y analizar la expresion de la proteina HE de
PToV mediante inmunodeteccion con dos sueros de cerdo que contienen anticuerpos frente a PToV (anti-BRES y Se-
rotec). Las células se lavaron dos veces con PBS y se recogieron en tampdn de muestra (Laemmli, 1970) y los extractos
celulares se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa. Ambos sueros porcinos reconocen una proteina de aproximadamente 65 kDa en los extractos de cé-
lulas infectadas con el virus recombinante rVV-HE, que no estd presente en los extractos de células infectadas con el
virus parental WR. Por otra parte, se comprobé que el suero anti-HEpept producido frente a dos péptidos correspon-
dientes a la proteina HE reconocia asimismo una proteina de 65 kDa en los extractos de células infectadas con rVV-
HE (Figuras 7A y 7B). Ademas, por inmunomicroscopia electrénica se comprobé que este suero marcaba la superficie
de las particulas virales del asilado PToV-BRES2, indicando que estaba reconociendo especificamente la proteina HE
presente en la superficie de los viriones (Figura 8).

d.- Purificacion de la proteina recombinante HE

Para purificar la proteina HE se infectaron células BSC40 a alta multiplicidad con el virus rVV-HE. A las 24 hpi se
recogieron las células en una solucion de lisis (Tris-HC1 20 mM, pH 6,5, NaCl140 mM, EDTA 20 mM y Tritén X-100 al
0,1%). Los restos celulares se descartaron mediante centrifugacion y el sobrenadante se afiadié sobre una décima parte
del volumen de proteina A unida a sefarosa, a la que previamente se le habian acoplado anticuerpos anti-HEpept. La
mezcla se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion. Tras 3 lavados con la solucidn de lisis se eluyd
la proteina por competicion utilizando una mezcla de los péptidos 286E1 y 286F1 cada uno a una concentracién de 1
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mg/ml e incubando en agitacién a 4°C durante toda la noche. Posteriormente se hicieron dos eluciones mds incubando
2 horas a temperatura ambiente. La proteina HE es capturada por los anticuerpos anti-HEpept (ver Ejemplo 4.2) y
posteriormente eluida con los péptidos sintéticos. Cuando se analiza la preparacién de proteina purificada mediante
SDS-PAGE se observa una banda principal de 65 kDa y una escalera de bandas superiores sensibles a la reduccién
con B-mercaptoetanol y que son reconocidas por un suero de rata producido frente al péptido 286E1 (SEQ ID NO:
14). Las muestras de elucién se dializaron frente a la solucién de lisis pero sin Tritén X-100 y la proteina obtenida se
cuantificé por BCA, comparandola con una curva patrén de BSA. Se obtuvieron 1,5 ug de proteina por 2-107 células.
Esta proteina purificada ha sido utilizada en ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos frente a PToV, como
se detallard en el siguiente apartado.

Ejemplo 4
Obtencion de anticuerpos policlonales frente a proteinas y péptidos de PToVBRES?2 de la invencion
4.1.- Sueros policlonales frente a la proteina N de PToV (Figura 9)

La proteina N (SEQ ID NO: 9) purificada segin se ha descrito anteriormente se utilizé6 como antigeno para in-
munizar animales de experimentacion, conejos y ratas, y generar anticuerpos policlonales frente a la misma. Para la
generacién de anticuerpos se utilizé una primera inoculacién de proteina N purificada (500 pg en conejos y 50 ug en
ratas) emulsionada con adyuvante completo de Freund, seguida de tres dosis de recuerdo con el antigeno (250 ug para
los conejos y 25 ug para las ratas) mezclado con adyuvante incompleto de Freund.

10 dias después de la dltima dosis se extrajo sangre para comprobar la reactividad de los sueros mediante inmu-
noblot. Los sueros policlonales generados tanto en conejos como en ratas reconocen especificamente la proteina N
recombinante expresada en células de insecto mediante el baculovirus rBac-PToV-(N), asi como la proteina N del to-
rovirus equino BEV, aunque frente a ésta tiltima muestra una menor reactividad. Por tanto, estos resultados confirman
la inmunogenicidad de la proteina N, y proporcionan un nuevo reactivo especifico frente a torovirus porcino que puede
tener utilidad para detectar la presencia de particulas virales en muestras biolégicas mediante ensayos de ELISA o de
inmunocaptura de complejos RNA-proteina N y posterior andlisis por RT-PCR.

4.2.- Suero policlonal frente a la proteina HE de PToV (Figura 8)

Por otro lado, se gener un suero policlonal en conejo (anti-HEpept) mediante la inmunizacién con una mezcla de
los péptidos sintéticos 286E1 (SEQ ID NO: 14) y 286F1 (SEQ ID NO: 16) correspondientes respectivamente a los
aminodcidos 50-60 y 150-160 de la proteina HE de PToV, acoplados a KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin). Asimismo,
mediante la inmunizacidn con estos péptidos se han generado sueros policlonales frente a la proteina HE en ratas. Las
inmunizaciones en conejos y en ratas con estos péptidos se llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el
ejemplo 4.1.

Ejemplo 5

Utilizacion de las proteinas N y HE en ensayos seroldgicos para la deteccion de anticuerpos frente a PToV en muestras
de sueros de cerdos

La siguiente descripcién muestra cémo la proteina N de PToV (SEQ ID NO: 9) producida mediante el sistema
de baculovirus, y la proteina HE (SEQ ID NO: 11) expresada mediante un recombinante del virus vaccinia, una vez
purificadas siguiendo el procedimiento descrito en cada caso, pueden ser utilizadas para la deteccién de anticuerpos
en ensayos de ELISA y de Western-blot, de forma aislada, especialmente la proteina N, o de forma conjunta.

a. Ensayo de ELISA

Los pocillos de placas de 96 pocillos (Immunoplate F96 Maxisorp, Nunc) se tapizaron por duplicado con 50
w1 del antigeno correspondiente (proteina N, M y HE) diluido en tampdn carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6, y se
incubaron toda la noche a 4°C. A continuacidn se lavaron los pocillos tres veces con 200 ul de PBST (PBS conteniendo
Tween 20 al 0,05%) y se saturaron con 180 ul de albimina de suero bovino (BSA), fracciéon V (Sigma) al 3% en PBST
durante 2 horas a 37°C. Los sueros especificos producidos frente a las proteinas recombinantes o frente a péptidos de
las mismas, y los sueros porcinos se diluyeron, a la dilucién indicada en cada caso, en una solucién de BSA al 1% en
PBST, y se afiadieron a los pocillos una vez retirada la solucién de saturacién. Tras 1 hora de incubacién a 37°C, se
lavaron los pocillos, se afiadi6 el anticuerpo secundario a una dilucién 1:1000 en la solucién de BSA al 1% en PBST,
y se incubd durante 1 hora a 37°C. Se lavaron de nuevo los pocillos tres veces y se revel6 el ELISA afiadiendo 50 ul
por pocillo del sustrato dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD FAST™, Sigma), preparado segin las instrucciones
del fabricante e incubando durante 10 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo mediante la adicion de
50 ul por pocillo de 4cido sulfiirico 2 N. Los valores de absorbancia se midieron a 4 92 nm en un espectrofotometro
multicanal (Titertek Multiscan MCC/340).
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En un ensayo de ELISA se compard la reactividad frente a las proteinas N y HE purificadas de dos sueros porcinos
que contienen anticuerpos frente a torovirus anti-BRES y Serotec, asi como de otros sueros de campo (Figura 10). En
el mismo ensayo se pusieron como controles positivos los sueros de conejo especificos producidos frente a la proteina
N (anti-PToV-N) y la proteina HE (anti-HEpept). Todos los sueros porcinos mostraron mayor reactividad frente a la
proteina N que frente a la proteina HE (Figura 10). Cada una de las proteinas fue reconocida por el suero de conejo
homélogo y no se observo reactividad cuando los anticuerpos de conejo se utilizaron frente a la proteina no homéloga.

Una vez comprobada la mayor utilidad de la proteina N como antigeno para deteccién de anticuerpos frente a
torovirus en sueros porcinos, se estudi6 cudl serfa la cantidad dptima de proteina en el pocillo para tener una mayor
sensibilidad. Para ello, se tapizaron los pocillos con distintas cantidades de proteina N (25, 100, 200 y 400 ng/pocillo),
y estos se incubaron con distintas diluciones del suero de conejo especifico anti-PToV-N. A diluciones intermedias del
suero (1:400 y 1:1600) la mayor sensibilidad se obtuvo cuando se utilizaron 400 ng por pocillo (Figura 11). Utilizando
esta cantidad de antigeno en el ELISA se analiz6 la curva de reactividad frente a la proteina N recombinante, de dos
sueros porcinos con anticuerpos frente a torovirus, Serotec y anti-Bres, observandose que el suero Serotec produce
una mayor reactividad, efecto que se observa mds claramente cuando se utiliza la dilucién 1:100 de cada uno de los
sueros (Figura 12).

Una vez establecidas las condiciones del ELISA frente a la proteina N, se evaluaron las posibles reacciones de
reactividad cruzada con otros virus relacionados que infectan cerdos, como el virus del sindrome respiratorio repro-
ductivo de cerdo (PRRSV) y el virus de la gastroenteritis de cerdo (TGEV), pertenecientes a las familias Arteriviridae
y Coronaviridae, respectivamente y ambas pertenecientes al orden Nidovirales (Figura 13). En concreto, se analizé
la reactividad de los sueros de cerdo con anticuerpos frente a torovirus anti-BRES y Serotec, y de sueros de cerdos
libres de patégenos inmunizados frente a PRRSV (anti-PRRSV) y frente al coronavirus respiratorio de cerdo PRCV
(anti-PRCV), que es un mutante de delecion de TGEYV, seroldgicamente casi idéntico a TGEV (Zhang y col., 2007).
Como control negativo se utiliz6 un suero de un cerdo libre de patégenos no inmunizado. Como antigenos para este
ensayo de ELISA se utilizaron 250 ng/pocillo de los virus TGEV y PRRSV purificados mediante ultracentrifugacién
en gradientes de sacarosa, y 400 ng/pocillo de proteina N purificada. Los pocillos se incubaron por duplicado con una
dilucién 1:100 de cada uno de los sueros de cerdo. Los sueros de cerdo anti-PRRSV y anti-PRCV reaccionaron con
los correspondientes virus homélogos pero no reconocieron la proteina N de PToV. Por su parte, los sueros de cerdo
anti-BRES y Serotec si reaccionaron frente a PRRSV y TGEV si bien la reactividad frente a la proteina N de PToV
fue siempre superior. La ausencia de reactividad de los sueros procedentes de animales spf inmunizados con PRRSV
o PRCV frente a la proteina N de PToV indica la ausencia de reactividad cruzada.

Para comprobar que la reactividad del suero Serotec frente a los otros virus de cerdo es especifica y no debida a
reactividad cruzada, se separaron por SDS-PAGE 2 ug de viriones purificados del torovirus equino BEV, 10 ug de
viriones purificados de TGEV y PRRSV y 6 ug de la proteina PToV-N y estas muestras se hicieron reaccionar en
inmunoblot con los sueros Serotec, anti-PRCV y anti-PRRSYV, diluidos 1:100. El suero especifico frente a PRRSV
reconoce especificamente la proteina M del virus homélogo y, en el caso del suero frente a PRCV, éste reconoce tanto
la proteina N como la proteina M de TGEYV, pero ninguno de estos sueros reacciond con la proteina PToV-N ni con
BEV (Figura 14). Sin embargo, el suero Serotec, que proviene de animales criados en condiciones naturales, mostrd
una fuerte reactividad frente a la proteina N de PToV, y una reactividad menor frente a la proteina N de BEV, asi
como frente a las proteinas M de PRRSV y N de TGEV, indicando que la reactividad frente a estos virus observada
por ELISA se debe a la presencia en el suero Serotec de anticuerpos frente a estos virus. Ademds, el suero policlonal
generado frente a BEV (anti-BEV) que reconoce la proteina N del virus homélogo pero también la de PToV, no
reacciona con las proteinas de PRRSV ni PRCV. Estos resultados ponen de manifiesto la especificidad del ensayo de
ELISA desarrollado con la proteina N de PToV como antigeno para la deteccién de anticuerpos frente a PToV en
sueros porcinos.

Una vez determinada la especificidad del ensayo se llevé a cabo un ELISA con sueros porcinos procedentes de
distintas granjas espafiolas situadas en distintas dreas geograficas (Navarra, Aragén y Galicia) (Figura 15). Todos
los sueros se utilizaron a una dilucién 1:100, y como control positivo se utilizé el suero Serotec y como control
negativo una mezcla de sueros de cerdo libres de patégenos. Para establecer el valor de densidad 6ptica a partir de
cudl consideramos una muestra como positiva se utilizé el valor de 0.202, que corresponde al valor medio de densidad
Optica del suero control negativo mds tres veces la desviacion estdndar. Con este criterio todos los sueros porcinos
analizados resultaron positivos por ELISA.

b. Ensayo de inmunoblot

Para la deteccién de anticuerpos frente a PToV por inmunoblot, la proteina N recombinante purificada se sometié
a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 13% (400 ng de proteina por carril). Tras la electroforesis se transfirié
la proteina a una membrana de nitrocelulosa, se tiiié la membrana con Rojo Ponceau y antes de retirar la tincién
se cortd la nitrocelulosa en tiras correspondientes a cada uno de los carriles y se procedié a la inmunodeteccion. Se
utilizaron los sueros porcinos procedentes de las granjas de Navarra, Aragén y Galicia a una dilucién 1:100, y tras la
incubacién con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa las membranas se revelaron utilizando una solucién
de 4-cloronaftol (0.5 mg/ml) en PBS conteniendo peréxido de hidrogeno al 0.05% (Sigma) (Figura 16). De los 44
sueros analizados, 37 mostraron reactividad frente a la proteina N en este ensayo de inmunoblot. Al comparar estos
resultados con los obtenidos por ELISA con estos mismos sueros (Tabla 2) se comprobé la mayor sensibilidad del
ELISA frente al inmunoblot.
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TABLA 2

Deteccion de anticuerpos frente a torovirus porcino mediante ELISA e inmunoblot

Positivos Negativos

ELISA 45 0 n=45
Western 37 7 n=44
-blot

El ensayo de inmunoblot se ha llevado a cabo asimismo con la proteina HE purificada, comprobdndose de nuevo la
menor reactividad de los sueros porcinos frente a esta proteina en comparacion con la proteina N. Ademads, se observo
que la intensidad de la banda detectada era similar para todos los sueros, a diferencia de lo que ocurre con la proteina
N con la que se observan variaciones significativas en intensidad, que se correlacionan con diferencias en los valores
de densidad 6ptica obtenidos frente a la misma proteina en ELISA.
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REIVINDICACIONES

1. Complejo proteico ttil para el diagndstico y el desarrollo de vacunas frente a torovirus porcino caracterizado
porque comprende, al menos, una proteina y/o, un fragmento o péptido de la misma, del siguiente grupo:

i) proteina N de SEQ ID NO: 9,
ii) proteina M de SEQ ID NO: 11,y

iii) proteina HE de SEQ ID NO: 13.

2. Complejo proteico segin la reivindicacién 1 caracterizado porque estd constituido por una unica proteina de
las pertenecientes al siguiente grupo: proteina de SEQ ID NO: 9, proteina de SEQ ID NO: 11 y proteina de SEQ ID
NO: 13.

3. Complejo proteico segin la reivindicacién 1 caracterizado porque estd constituido por una mezcla de las pro-
tefnas pertenecientes al siguiente grupo: proteina de SEQ ID NO: 9, proteina de SEQ ID NO: 11 y proteina de SEQ
ID NO: 13; preferentemente, un complejo proteico formado por la proteina N 'y M, o un complejo proteico formando
por la proteina N y HE.

4. Complejo proteico segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque estd constituido por una mezcla de frag-
mentos o péptidos de las, mismas o distintas, proteinas pertenecientes al siguiente grupo: proteina de SEQ ID NO: 9,
proteina de SEQ ID NO: 11 y proteina de SEQ ID NO: 13; preferentemente, un complejo formado por fragmentos de
la proteina N o de la proteina HE, preferentemente los péptidos 286E1-HE (SEQ ID NO: 14) y/o 286F1-HE (SEQ ID
NO: 16).

5. Procedimiento para la produccién de las proteinas de torovirus porcino del complejo proteico segin las rei-
vindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque comprende cultivar un microorganismo que contiene la secuencia de
nucledtidos que codifica para una o varias de dichas proteinas de torovirus porcino, la expresion y, si se desea, la
recuperacién de dichas proteinas.

6. Procedimiento segtin la reivindicacion 5 caracterizado porque comprende las etapas de:

a) cultivar células, preferentemente de insecto o de mamifero, transformadas con un sistema de expresién que
comprende la secuencia de nucledtidos que codifica para, al menos, una proteina de la invencidén, en donde dicha
protefna es una protefna cuya secuencia de aminoécidos estd constituida por la secuencia SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
11y SEQ ID NO: 13.

b) si se desea, aislar y, opcionalmente, purificar, dichas proteinas.

7. Procedimiento segtn la reivindicacién 6 caracterizado porque comprende la transfeccion de una célula de

insecto con un baculovirus que comprende la secuencia de nucleétidos del gen N (SEQ ID NO: 8).

8. Procedimiento segun la reivindicacién 6 caracterizado porque comprende la transformacion de una célula de
mamifero con un virus vaccina que comprende la secuencia de nucleétidos del gen HE (SEQ ID NO: 12).

9. Secuencia de nucledtidos caracterizada porque codifica las proteinas N, M o HE segtin las reivindicaciones 1
a la 4 qtil para la construccién de un vector de expresion y que puede comprender, al menos, una secuencia y/o, un
fragmento de la misma, del siguiente grupo:

1) secuencia de nucleé6tidos N de SEQ ID NO: 8,

ii) secuencia de nucleétidos M de SEQ ID NO: 10, y

iii) secuencia de nucledtidos HE de SEQ ID NO: 12.

10. Secuencia de nucledtidos segun la reivindicacién 9 caracterizada porqué estd constituida por una tnica se-
cuencia de las pertenecientes al siguiente grupo: SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12.

11. Secuencia de nucledtidos segtn la reivindicacion 9 caracterizada porqué esta constituida por una mezcla de
las secuencias pertenecientes al siguiente grupo: SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12; preferentemente,
una mezcla de secuencias formada por la secuencia de nucleétidos N y M (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 10), o més

preferentemente, un complejo proteico formando por la secuencia de nucleétidos N y HE (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID
NO: 12).
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12. Secuencia de nucledtidos segtin la reivindicacién 9 caracterizada porque estd constituida por una mezcla de
las secuencias codificantes de fragmentos de la proteina N o de la proteina HE, preferentemente, los péptidos 286E1-
HE (SEQ ID NO: 14) y/o 286F1-HE (SEQ ID NO: 16).

13. Proteina o péptido caracterizado porque es codificada por una secuencia de nucledtidos segtin las reivindica-
ciones 9 ala 12.

14. Sistema o vector de expresion ttil para transformar células caracterizado porque comprende una secuencia de
nucledtidos segun las reivindicaciones 9 a la 12.

15. Sistema segtin la reivindicacion 14 caracterizado porque el sistema de expresion comprende una secuencia de
nucledtidos que comprende la fase de lectura abierta o region codificante correspondiente a una proteina seleccionada
entre el siguiente grupo: SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 13.

16. Célula hospedadora caracterizada porque contiene una secuencia de nucleétidos segtn las reivindicaciones 9
alal12.

17. Célula hospedadora segtn la reivindicacién 16 caracterizada porque es una célula de insecto, de mamifero o
levadura transformada.

18. Uso de la proteina o péptido segin la reivindicacidon 13 para desarrollar anticuerpos especificos ttiles para
identificar sueros de animales infectados y para inmunizar animales, en particular, cerdos.

19. Anticuerpo caracterizado porque es especifico de una proteina segun la reivindicacion 13, o especifico de un
fragmento o péptido de la misma, ya sea monoclonal o policlonal.

20. Anticuerpo segun la reivindicacion 19 caracterizado porque es especifico de una proteina perteneciente al
siguiente grupo: proteina N de SEQ ID NO: 9, proteina M de SEQ ID NO: 11 y proteina HE de SEQ ID NO: 13.

21. Anticuerpo segtn la reivindicacion 19 caracterizado porque es especifico de un fragmento de una proteina
segun la reivindicacién 13 y perteneciente al siguiente grupo: proteina N de SEQ ID NO: 9, proteina M de SEQ ID
NO: 11 y proteina HE de SEQ ID NO: 13, preferentemente un fragmento de la proteina HE, y mds preferentemente de
los péptidos 286E1 (SEQ ID NO: 14) y 286F1 (SEQ ID NO: 16) correspondientes, respectivamente, a los aminodcidos
50-60 y 150-160 de la proteina HE de la invencién.

22. Empleo de un anticuerpo segun las reivindicaciones 19 a la 21 en la elaboracién de sistema de diagnéstico
inmunoldgico de torovirus porcino que permita la identificacién de dichos virus en una muestra bioldgica.

23. Empleo de un anticuerpo segun la reivindicacién 22 caracterizado porque el sistema inmunoldgico pertenece
al siguiente grupo: sistema de ELISA, tira de inmunocromatografia o de Western blot, que permita la identificacién de
dichos virus en una muestra bioldgica.

24. Sistema de diagndstico inmunolégico de torovirus porcino caracterizado porque comprende una cantidad
efectiva de uno o varios anticuerpos segtn las reivindicaciones 19 a la 21, capaces de interactuar con una proteina de
un torovirus porcino.

25. Sistema de diagnéstico inmunoldgico segun la reivindicacién 24 caracterizado porque es un ELISA que
comprende uno de los anticuerpos de la invencidn frente a las proteinas N, M y HE, o una mezcla de varios de ellos,
preferentemente una mezcla de anticuerpos que reconocen las proteinas N y HE porcinas.

26. Sistema de diagndstico inmunolégico segiin la reivindicacién 24 caracterizado porque es una tira cinemato-
grafiara que comprende uno de los anticuerpos de la invencién frente a las proteinas N, M y HE, o una mezcla de
varios de ellos, preferentemente una mezcla de anticuerpos que reconocen las proteinas N y HE porcinas.

27. Sistema de diagnéstico inmunolégico segun la reivindicacidn 24 caracterizado porque es un sistema inmuno-
blot que comprende uno de los anticuerpos de la invencién frente a las proteinas N, M y HE, o una mezcla de varios
de ellos, preferentemente una mezcla de anticuerpos que reconocen las proteinas N y HE porcinas.

28. Uso de la proteina o péptido segun la reivindicacién 13 para desarrollar anticuerpos especificos ttiles para
identificar sueros de animales infectados y para inmunizar animales, en particular, cerdos.

29. Empleo de la proteina segin la reivindicacién 13 en la elaboracion de un sistema inmunoldgico de identificacién
de anticuerpos frente a PToV en muestras de sueros de mamiferos, preferentemente animales, y mds preferentemente
de cerdo.

30. Empleo de la proteina segun la reivindicacion 29 caracterizado porque el sistema pertenece al siguiente grupo:
sistema de ELISA, tira de inmunocromatografia o de Western blot, que permite la identificacién conjunta y simultdnea
de anticuerpos frente a dichas proteinas presentes en una muestra bioldgica de cerdos.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2339728 Bl

31. Empleo segtn la reivindicacién 30 caracterizado porque la muestra biolégica pertenece al siguiente grupo:
suero, plasma o sangre de un animal sospechoso de padecer o haber padecido una infeccién por torovirus porcino,
preferentemente un cerdo.

32. Sistema de diagndstico inmunolégico de torovirus porcino caracterizado porque comprende una cantidad
efectiva de una o varias proteinas segun la reivindicacién 13, capaces de interactuar con anticuerpos anti-torovirus
porcino.

33. Sistema de diagndstico inmunolégico segin la reivindicacion 32 caracterizado porque es un ELISA que
comprende una de las proteinas de la invenciéon N, M y HE, o una mezcla de varias de ellas, preferentemente una
mezcla de Ny HE.

34, Sistema de diagnéstico inmunoldgico segun la reivindicacién 32 caracterizado porque es una tira inmuno-
cromatografica que comprende una de las proteinas de la invencion N, M y HE, o una mezcla de varias de ellas,
preferentemente una mezcla de N y HE.

35. Sistema de diagnéstico inmunoldgico segtin la reivindicacion 32 caracterizado porque es un sistema inmuno-
blot que comprende una de las proteinas de la invenciéon N, M y HE, o una mezcla de varias de ellas, preferentemente
una mezcla de N y HE.

36. Uso de la proteina o péptido segtin la reivindicacién 13 en la elaboracién de una vacuna destinada a conferir
proteccion a animales, en particular, cerdos, frente a infecciones de torovirus porcino.

37. Vacuna frente torovirus porcino util para proteger animales, en particular, cerdos, caracterizada porque com-

prende una cantidad terapéuticamente efectiva de una o varias proteinas segun la reivindicacién 13, junto con, opcio-
nalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

38. Vacuna frente torovirus porcino ttil para proteger animales, en particular, cerdos, caracterizada porque com-
prende un virus vaccina que comprende a su vez, al menos una, las secuencias de nucledtidos de los genes N, M y HE
(SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10y SEQ ID NO: 12).

39. Sistema de diagndstico de torovirus porcino a partir de una muestra biolégica mediante la identificacién de

material genémico especifico de torovirus porcino caracterizado porque comprende la identificacién de los genes N,
M y HE, de secuencias SEQ ID NO: 8§, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11, respectivamente.

40. Procedimiento de identificaciéon genémica segun la reivindicacién 39 caracterizado porque se basa en la
amplificacion de DNA y porque comprende las siguientes etapas:

1) aislamiento de material génico de una muestra bioldgica sospechosa de contener torovirus porcino y obten-
cion del cDNA correspondiente,

ii) amplificacion por PCR de dicho cDNA mediante oligonucleétidos especificos para, al menos, uno de los
genes de la invencion, gen N, M y HE que se corresponden, con los siguientes:

a. pareja de oligos PToV-N5’ y PToV-N3’ para el gen N (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2),
b. pareja de oligos PToV-M5’ y PToV-M3’ para el gen M (SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4), Y
c. pareja de oligos PToV-HES5’ y PToV-HE3’ para el gen HE (SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6), y

iii)  diagnéstico de un torovirus porcino si alguno de los genes de la invencion es amplificado en ii).

41. Oligonucledtidos o cebadores ttiles para la amplificacién por PCR segtn la reivindicacion 40 ii) constituidos
por parejas caracterizados porque pertenecen al siguiente grupo:

a. pareja de oligos PToV-N5’ y PToV-N3’ para el gen N (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2),
b. pareja de oligos PToV-M5’ y PToV-M3’ para el gen M (SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4), Y
c. pareja de oligos PToV-HES5’ y PToV-HE3’ para el gen HE (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6).

42. Procedimiento de identificacién gendémica segin la reivindicacién 39 caracterizado porque se basa en la
técnica de Northern blot mediante sondas de polinucledtidos especificas de los genes N, M y HE, de secuencias SEQ
ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11, respectivamente.
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> SEQ ID No9: Proteina de la nucleocapside, N
MNSHMLNPNAMPFQPOPQVVAMPLOY PMGFUPOFRRRENPGFREMFPORRNNVNONRSRONRSRLOSORRGLNS
SRTQORANRRQNNOQSLSLPFEQQLLMMANETALSATFPPELOSLAPTKLVKIAKRAAMOIVSGHATVEVSS
GDODTPHEIATFTIKVALN,
> SEQ ID Noll:Proteina de membrana, M
MEDTNFWFE PNQAP DPFRAQVEQLS STERVY IFLTTLFGILOLVYVIFKLLCTMEPTLHF S PIWRGLENFHL
FLSLTSLATAYWWLPSMTFTGYWALTVIATILVLVMPIMMEVRKEFINFVKLEFYRTGSFATATRGPIVLVALDY
TIKLHCTPFATLVEEVGS IFYLSEYCNKPLNARQIAALKICVSGOWEAYTRESTTSRAKVARANSTAKYHLY
ILOGVADYTQLSSVKEE,
> SEQ ID Nold: Péptido 286E1
CTNPSTPNSLDIPQQLT
> SEQ ID Nold: Péptide 2B6F1L
LIPPENIPSH
> SEQ ID Nol3: Proteina Hemaglutinin esterasa, HE
MLRMIRVRGPQUILIFIFSVAFAATPITPHYGPCGHITSDWCGEFGDSRSDUTNRSTPNSLDIPOQLUPKFSSK
TGSEMFISLHNNNSDIFTVENYSNCGVEKVEYEGVNEFSPYRNYTCY SEGSIGWVINKASFYTKLYOMSATSR
CIKLVTLTPPENIPSHEPGMONPQTNKIPDNPRLITLSNNVSVSIQFSLPTYVDGINCTKHLYVPFCYIDGGE
FOTNGYCY PFGYSYSSSAFYYGRFY TEGTSVGKHNY IC DY LEMEPGVYNATTFGKFLLY PTKTYCMDTMNI TV

PVOAVOEIRSOSROSDDAIGHMACKS PYCIFYNKTEPFY LAPNGADYNHGDEEVREMMOGLLVNSSCISPQGST
PLALYSSEMIYTPNYGSCPOYYKLFETSGDENVDVT SSAYEVATWYLLVLVIILIFILISFCLSSY.
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<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

ES 2339728 Bl

LISTA DE SECUENCIAS

<120> PROTEINAS N, M Y HE DE TOROVIRUS PORCINO, PROCEDIMIENTO DE OBTENCION Y SUS APLI-

CACIONES EN DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE TOROVIRUS PORCINO

<130> PToV
<160> 17
<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo PToV-N5’

<400> 1
ggatccatga attctatgct ta

<210>2
<211>23
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> oligo PToV-N3’

<400> 2
tctagattaa ttcaaagcca ctt

<210>3

<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo PToV-M3’

<400> 3
ggatccatgt ttgatacaaa

<210> 4

<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial

22

23

20
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<220>
<223> Oligo PToV-M3’

<400> 4
tctagactac tcaaacttta cacttg

<210> 5

<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo PToV-HES’

<400> 5
ggatccatgt tgaggatgat

<210> 6
<211>28
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo PToV-HE3’

<400> 6
cgtctagagce ctaataacta cttaaaca

<210> 7

<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo Tov-m 5

<400> 7
agtatgacct ttactggcta

<210> 8

<211> 504
<212> DNA
<213> Torovirus

<220>
<221> CDS
<222> (7)..(498)

ES 2339728 Bl
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20

28

20



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 8

ES 2 339 728 B1

ggatcc atg aat tct atg ctt aat cca aat gct atg cca ttt cag cca
¥et Asn Ser Met Leu Asn Pro Asn Ala Met Pro Phe GIn Pro
5

cag
Gln
15

cct
Pro

agg
Arg

ctt
Leu

gct
Ala

caa
Gln
95

cca
Pro

aag
Lys

tcc
ser

aaa
Lys

<210>9

cca
Pro

cag
Gln

cgt
Arg

caa
GIn

aat
Asn
80

cag
Gln

cct
Pro

agg
Arg

agt
ser

gt
va
160

<211> 163
<212> PRT
<213> Torovirus

cag
Gln

ttt
Phe

aat
Asn

agt
ser
65

agg
Arg

tta
Leu

dag
Glu

gct
Ala

oy
145

gct
Ala

gtt
val

cga
Arg

aat
Asn
50

caa
Gln

cgt
Arg

ctt
Leu

ttg
Leu

gct
Ala
130

gat
Asp

ttg
Leu

gt
va

agg
Arg
35

gtt
val

cga
Arg

cag
Gln

atg
Met

cag
GIn
115

atg
Met

caa
Gln

aat
Asn

gct
Ala
20

agg
Arg

aac
Asn

cgt
Arg

aat
Asn

atg
Met
100

agt
ser

cag
GlIn

gac
Asp

taa

atg
Met

cgt
Arg

cag
Gin

&ty

aac
Asn
85

gca
Ala

ttg
Leu

ata
Ile

acg
Thr

cccC
Pro

aat
Asn

aac
Asn

ctc
Leu
70

caa
Gln

aat
Asn

gcg
Ala

gtt
val

cct
Pro
150

tctaga

ctt
Leu

cct
Pro

cgc
Arg
55

aat
Asn

cag
Gln

gag
Glu

cct
Pro

tct
ser
135

cat
His

caa
GIn

ggt
&y
40

agt

Ser

tct
Ser

tca
ser

act
Thr

tat
Tyr
25

ttt
Phe

cgt
Arg

tca
Ser

ttg
Leu

gca
Ala

105

aca
Thr
120

&ty

ada
Lys

aaa tta
Lys Leu

cat gcc
His Ala

att gca
Ile Ala

10

cca
Pro

aga
Arg

cag
GIn

cgc
Arg

tcc
ser
90

ctt
Leu

atg
Met

cct
Pro

aat
Asn

acc
Thr
75

tta
Leu

tca
Ser

gt
va

act
Thr

act
Thr
155

ggt
G?y Phe Gln

atg
Met

aga
Arg
60

caa
Gin

CCcC
Pro

gca
Ala

aag
Lys

gtt
val
140

ttt
Phe

ttt

ttt
Phe
45

tcg
ser

cag
GIn

Tttt
Phe

aca
Thr

att
Ile
125

gaa
Glu

aca
Thr

caa
30

cag
Gln

cgc
Arg

cgt
Arg

gaa
Glu

ttt
Phe
110

gct
Ala

gt
va

ata
Ile

48

144

192

240

288

336

384

432

480

504
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<400> 9

Met Asn

G1ln val

Phe Arg

Asn Asn
50

Ser Gln
65

Arg Arg

Leu Leu

Glu Leu

Ala Ala
130

Gly Asp

Ala Leu

<210> 10
<211> 714
<212> DNA
<213> Torovirus

<220>
<221> CDS
<222> (7)..(708)

Ser

val

Arg

35

val

Arg

Gln

Met

Glin

115

Met

GIn

Asn

Met

Ala

20

Arg

Asn

Arg

Asn

Met

100

ser

GIn

Asp

Leu

Met

Arg

GlIn

Gly

Asn

85

Ala

Leu

Ile

Thr

AsSn

Pro

Asn

Asn

Ley

70

GIn

Asn

Ala

val

Pro
150

ES 2339728 Bl

Pro

Leu

Pro

Arg

55

Asn

Gin

Glu

Pro

ser

135

His

Asn

GIn

Gly

40

Ser

ser

ser

Thr

Thr

120

Gly

Lys

Ala

Tyr

25

Phe

Arg

Ser

Leu

Ala

105

Lys

His

Ile

Met

10

Pro

Arg

GIn

Arg

Ser

90

Leu

Leu

Ala

Ala

Pro

Met

Pro

Asn

Thr

75

Leu

ser

val

Thr

Thr
155

Phe

Gly

Met

Arg

60

GlIn

Pro

Ala

Lys

val

140

Phe

Gin

Phe

Phe

45

Ser

Gin

Phe

Thr

Ile

125

Glu

Thr

Pro

GIn

30

Gln

Arg

Arg

Glu

Phe

110

Ala

val

Ile

Gin

15

Pro

Arg

Lteu

Ala

Gln

95

Pro

Lys

Ser

Lys

Pro

Gin

Arg

Gln

Asn

80

GIn

Pro

Arg

Ser

val
160
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<400> 10

ES 2 339 728 B1

ggatcc atg ttt gat aca aat ttt tgg ccc ttt cca aac cag gcc cca

gac
Asp
15

tat
Tyr

att
Ile

att
Ile

ttg
Leu

tgg
Trp
95

atg
Met

&y

gat
Asp

gaa
Glu

aat
Asn
175

ttt
Phe

gca
Ala

CcCcC
Pro

att
Ile

ttt
Phe

tag
Trp

gca
Ala
80

gcc
Ala

atg
Met

agc
ser

gt
va

gtt
val
160

gca
Ala

gct
Ala

aac
Asn

Tttt
Phe

ttt
Phe

aag
Lys

a4dg
Arg
65

att
Iie

ctt
Leu

ttt
Phe

ttt
Phe

act
Thr
145

ety

gct
Ala

tat
Tyr

agt
Ser

aaa
Lys

ctt
Leu

tta
Leu
50

&y

gct
Ala

act
Thr

gtt
val

gca
Ala
130

atc
Ile

agc
ser

caa
Gln

act
Thr

act
Thr
210

gct
Ala

aca
Thr
35

tta
Leu

ctg
Leu

tat
TYyr

gta
val

aag
Lys
115

att
Ile

aag
Lys

att
Ile

ata
Ile
aga
Ar

195
gcc
Ala

caa
Gln
20

aca
Thr

tgt
Cys

gaa
Glu

tgg
Trp

att
Ile
100

ttt
Phe

gct
Ala

tta
Leu

ttt
Phe

gct
Ala
180

tca

g Ser

aaa
Lys

gtt
val

ctt
Leu

aca
Thr

aac
Asn

tgg
Trp
85

gcc
Ala

att
Ile

ata
Ile

cat
His
tat
Tyr
165
gca
Ala

tca
Ser

tat
Tyr

gag
Glu

ttt
Phe

atg
Met

ttt
Phe
70

ctt
Leu

acc
Thr

aat
Asn

cgt
Arg
tgc
Cys
150
ctt

Leu

ctt
Leu

act
Thr

cat
His

caa
Gln

&

Tttt
Phe
55

tgg
Trp

cct
Pro

att
Ile

ttt
Phe

&
135

aca
Thr

tca
Ser

aaa
Lys

aca
Thr

ctt
Leu
215

ttg
Leu

ata
Ile
40

cca
Pro

ctt
Leu

agt
Ser

tta
Leu

gtt
val
120

cca
Pro

cct
Pro

gaa
Glu

att
Ile

agt
ser
200

ttt
Phe

tca
ser
25

ctt
Leu

aca
Thr

ttt
Phe

atg
Met

gtt
val
105

aag
Lys

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys
185

gct
Ala

att
Ile

tct
Ser

cag
Gin

tta
Leu

ctc
Leu

acc
Thr
90

tta
Leu

ttg
Leu

gtt
val

gca
Ala

tgt
cys
170

gtt
val

gca
Ala

ctt
teu

act
Thr

ttg
Leu

cat
His

agc
Ser
75

ttt
Phe

gtt
val

ttt
Phe

tta
teu

att
Ile
155

aat
Asn

agt
ser

aaa
Lys

caa
GIn

gaa
Glu

gtt
val

Tttt
Phe
60

ctt
Leu

act
Thr

atg
Met

tat
Tyr

gta
val
140

tta
Leu

aaa
Lys

&ty

gtt
val

&y
220

gat tat acg caa ttg tca agt gta aag ttt gag tag tctaga

Asp Tyr Thr GIn Leu Ser Ser val Lys Phe Glu
225 230

<210> 11

<211> 233
<212> PRT
<213> Torovirus

daat
Asnh

tat
Tyr
45

tca
ser

aca
Thr

ety

ttt
Phe

aga
Arg
125

gcc
Ala

gtt
val

CCa
Pro

cag
Gin

gca
Ala
205

gtt
val

?et Phe Asp Thr Asn Phe Trp Pro Phe Pro Asn Gln Ala Pro
5 10

gtt
val
30

gtt
val

cca
Pro

tct
Ser

tac
Tyr

att
Ile
110

aca
Thr

ctt
Leu

daa
Lys

ttg
Leu

tgg
Trp
190

gct
Ala

gct
Ala

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

714
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<400> 11

Met Phe
1

Phe Lys

Phe Leu

Lys Leu
50

Arg Gly
65

Ile Ala

Leu Thr

Phe val

Phe Ala

130
Thr Ile
145
Gly ser
Ala GIn

Tyr Thr

ser Thr
210

Thr GIn teu Ser Ser val Lys Phe Glu

225

<210> 12
<211> 1295
<212> DNA
<213> Torovirus

<220>
<221> CDS
<222> (7)..(1287)

Asp

Ala

Thr

35

lLeu

Leu

Tyr

val

Lys

115

Ile

Lys

Ile

Ile

Ala

Thr

Gln

20

Thr

Ccys

Glu

Trp

Ile

100

Phe

Ala

Leu

Phe

Ala

180

Ser

Lys

Asn

val

Leu

Thr

Asn

Trp

85

Ala

Ile

Ile

His

TYyr

165

Ala

Ser

Tyr

Phe

Glu

Phe

Met

Phe

70

Leu

Thr

Asn

Arg

Cys

150

Leu

Leu

Thr

His

230

ES 2339728 Bl

Trp

Gln

Gly

Phe

55

Trp

Pro

Ile

Phe

Gly

Thr

Ser

Lys

Thr

Leu
215

Pro

Leu

Ile

40

Pro

Leu

Ser

Leu

val

120

Pro

Pro

Glu

Ile

ser

200

Phe

Phe

ser

25

Leu

Thr

Phe

Met

val

105

Lys

Ile

Phe

Tyr

Cys

Ala

Ile

Pro

10

Ser

Gln

Leu

Leu

Thr

90

Leu

Leu

val

Ala

Cys

170

val

Ala

Leu

Asn

Thr

Leu

His

Ser

75

Phe

val

Phe

Leu

Ile

155

Asn

Ser

Lys

Gln

Gin

Glu

val

Phe

60

Leu

Thr

Met

Tyr

val

140

Leu

Lys

Gly

val

Gly

Ala

Asn

Tyr

45

Ser

Thr

Gly

Phe

Arg

Ala

val

Pro

Gln

Ala

205

val

Pro Asp Pro

val

30

val

Pro

ser

Tyr

Ile

110

Thr

Leu

Lys

Leu

Ala

15

Tyr

Ile

Ile

Leu

Trp

95

Met

Gly

Asp

Glu

Asn

175

Phe

Ala

Asp

Ile

Phe

Trp

Ala

80

Ala

Met

ser

val

val

160

Ala

Ala

Asn

Tyr
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<400> 12

ES 2 339 728 B1

ggatcc atg ttg agg atg att cga gtt cgt
Met Leu Arg Met Ile Arg val Arg
1 5

att
Ile
15

tat
Tyr

cgt
Arg

cag
Gln

ata
Ile

tca
ser
95

cCa
Pro

att
Ile

tcc
Ser

tca
Ser

aat
Asn
175

ttt
Phe

gtg

ttt
Phe

&

tct
Ser

cag
GIn

tct
ser
80

aat
Asn

tat
Tyr

aat
Asn

€gg
Arg

cat
His
160

cca
Pro

agt
ser

ccg

att
Ile

CCa
Pro

gat
Asp

ctt
Leu
65

tta
Leu

tgt
cys

cgt
Arg

aag
Lys

tgc
Cys
145

tca
Ser

cgc
Arg

tta
Leu

Tttt

ttt
Phe

ety

tgc
Cys
50

tgc
cys

cat
His

&

aac
Asn

gct
Ala
130

ata
Ile

cct
Pro

ctt
Leu

ccg
Pro

tgt

tct
Ser

cat
His
35

acc
Thr

cca
Pro

tgg
Trp

gtt
val

tat
Tyr
115

agt
Ser

aag
Lys

ggt
Gly

ata
Ile

aca
Thr
195

tat

gt
va
20

ata
Ile

aac
Asn

aaa
Lys

aac
Asn

gag
Glu
100

aca
Thr

ttt
Phe

ttg
Leu

atg
Met

act
Thr
180

tat
Tyr

ata

gca
Ala

aca
Thr

cCct
Pro

ttt
Phe

aat
Asn
85

aad
Lys

tgt
cys

tat
Tyr

gta
val

tgt
cys
165

ctg
Leu

gtt
val

gat

ittt
Phe

tct
ser

tcc
Ser

tca
ser
70

agt
Ser

gtt
val

tat
Tyr

acc
Thr

act
Thr
150

aat
Asn

agt
ser

gat
Asp

ggt

gct
Ala

gat
Asp

aca
Thr
55

tct
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

tct
Ser

aaa
Lys
135
tta
Leu

cca
Pro

aat
Asn

oty

got

gcc
Ala

tagg
Trp
40

cCa
Pro

aaa
Lys

ata
Ile

tat
Tyr

gaa
Glu
120

ctt
Leu

aca
Thr

caa
Gln

aat
Asn

att
Ile
200

tgt

g?t cct caa tgt att tta
Gly Pro Gln Cys Ile Leu

aca
Thr
25

tgt
Cys

aac
Asn

aca
Thr

ttt
Phe

gag
Glu
105

&ty

tat
Tyr

CcCa
Pro

act
Thr

gtt
val
185

aat
Asn

Tttt

10

cct
Pro

&ty

agc
ser

&ty

act
Thr
20

ety

tcc
ser

caa
Gln

cct
Pro

aat
Asn
170

tct
ser

tgc
Cys

caa

ata
Ite

ttt
Phe

ttg
Leu

tca
Ser
75

gtt
val

gtt
val

att
Ile

atg
Met

gag
Glu
155

daa
Lys

Vaf

aca
Thr

aCa

aca
Thr

&y

gat
Asp
60

tca
Ser

Tttt
Phe

aat
Asn

&y

tca
Ser
140

aat
Asn

ata
Ile

tcc
Ser

daa
Lys

aat

CcCa
Pro

gat
Asp
45

att
Ile

atg
Met

aat
Asn

ttt
Phe

tgg
Trp
125

gca
Ala

att
Ile

cca
Pro

ata
Ile

cat
His
205

9g9c

cat
His
30

agt
ser

cct
Pro

ttt
Phe

tat
Tyr

tca
Ser
110

gtt
val

aca
Thr

cca
Pro

gat
Asp

caa
Gln
190

ctt
Leu

tat

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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val

tgt
Cys

ttt
Phe

tat
Tyr
255

ttt
Phe

aca
Thr

tct
Ser

tat
Tyr

cac
His
335
tct
ser

agt
Ser

aag
Lys

gca
Ala

att
ITe
415

<210> 13

Pro

tat
Tyr

tat
Tyr
240

tta
Leu

ttg
Leu

gta
val

gac
Asp

aat
Asn
320

ggt
Gly

tca
Ser

gaa
Glu

tta
Leu

tat
Tyr
400

ttt
Phe

<211> 426
<212> PRT

<213> Torovirus

<400> 13

§et Leu Arg Met §1e Arg val Arg Gly 280 Gln Cys Ile Leu Ile Phe

ITe Phe ser val Ala pPhe Ala Ala Thr Pro Ile Thr Pro His Tyr Gly

Phe

cct
Pro
225

act
Thr

gag
Glu

ctt
Leu

cca
Pro

gat
Asp
305

aag
Lys

gat
Asp

tgt
cys

atg
Met

ttt
Phe
385

ttt
Phe

att
Ile

Cys
210

ttt
Phe

gaa
Glu

atg
Met

tat
Tyr

gtt
val
290

gct
Ala

act
Thr

gaa
Glu

att
Ile

ata
Ile
370

gaa
Glu

gt
va

tta
Leu

Tyr

ggt
Gly

&ty

gaa
Glu

cca
Pro
275

cag
GIn

att
Ile

aag
Lys

gaa
Glu

tca
ser
355

tat
Tyr

aca
Thr

gct
Ala

att
Ile

Ile

tac
Tyr

aca
Thr

cca
Pro
260

act
Thr

gca
Ala

&

cct
Pro

gta
val
340

cct
Pro

aca
Thr

tct
ser

act
Thr

agt
ser
420

Asp

tca
Ser

tct
Ser
245

&y

aag
Lys

gtt
val

atg
Met

tat
Tyr
325

cgt
Arg

cag
Gin

cct
Pro

3

tgg
Trp
405

ttt
Phe

ES 2 339 728 B1

Gly

tac
TYyr
230

gtt
val

gta
val

act
Thr

cag
Gln

gcg
Ala
310

ttg
Leu

gag
Glu

ety

aac
Asn

gat
Asp
390

gt
va

tgt
Cys

Gly Cys Phe Gln
215

tct
Ser

S

tat
Tyr

tat
Tyr

agt
ser
295

tgt
Ccys

gca
Ala

atg
Met

tcc
ser

tat
Tyr
375

gag
Glu

ttg
Leu

tta
Leu

tca
Ser

aad
Lys

aat
Asn

tgt
Cys
280
att

Ile

aag
Lys

cct
Pro

atg
Met

aca
Thr
360

ggt
Gly

aat
Asn

tta
Leu

agt
Ser

tct
Ser

cat
H1s

gca
Ala
265

atg
Met

tgg
Trp

tca
ser

aat
Asn

cag
Gln
345

ccc
Pro

tca
ser

gtt
val

gtt
val

agt
ser
425

gca
Ala

aat
Asn
250

acc
Thr

gat
Asp

tca
Ser

cct
Pro

&y
330

oty

tta
Leu

tgc
Cys

gat
Asp

tta
Leu
410

tat
Tyr

Thr

ttt
Phe
235

tat
Tyr

act
Thr

act
Thr

caa
Gln

tat
Tyr
315

gca
Ala

ttg
Leu

gcc
Ala

cct
Pro

gta
val
395

gta
val

tag

Asn
220

tac
TYr

att
Ile

ttt
Phe

atg
Met

agc
ser
300

tgt
Cys

gat
Asp

ttg
Leu

ttg
Leu

caa
Glin
380

acc
Thr

att
Ile

gctctaga

Gly

tat
Tyr

tgt
Cys

&y

aac
Asn
285

cgt
Arg

ata
Ile

tat
Tyr

gt
va

tat
Tyr
365

tat
Tyr

tcc
ser

att
Ile

Tyr
&y

gat
Asp

add
Lys
270

att
Ile

cag
Gln

ttt
Phe

aat
Asn

aat
Asn
350

tct
Ser

tat
Tyr

tct
ser

ttg
Leu

15

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1295
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65

Pro

ASp

Leu

65

Leu

cys

Arg

Lys

Cys

145

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

225

Thr

Glu

Leu

Pro

His

Gly

Asn

Ala

130

Pro

Leu

Pro

Cys

210

Phe

Glu

Met

TYr

val

His

35

Thr

Pro

Trp

val

Tyr

ser

Lys

Gly

Ile

Thr

195

Tyr

Gly

Gly

Glu

Pro

275

Gln

20

Ile

Asn

Lys

Asn

Glu

100

Thr

Phe

Leu

Met

Thr

180

Tyr

Ile

Tyr

Thr

Pro

260

Thr

Ala

Thr

Pro

Phe

Asn

85

Lys

Cys

Tyr

val

cys

165

Leu

val

Asp

ser

Ser

245

Gly

Lys

val

Ser

Ser

Ser

70

Ser

val

Tyr

Thr

Thr

150

Asn

Ser

Asp

Gly

Tyr

230

val

val

Thr

Gln

ES 2 339 728 B1

Asp

Thr

55

ser

Asp

Phe

Ser

Pro

Asn

Gly

Gly

Ser

Gly

Tyr

Tyr

Ser

Trp

40

Pro

Lys

Ile

Tyr

Glu

120

Leu

Thr

GIn

Asn

Ile

200

Cys

ser

LyS

Asn

Cys

280

Ile

25

Cys

Asn

Thr

Phe

Glu

105

Gly

Tyr

Pro

Thr

val

185

Asn

Phe

Ser

His

Ala

265

Met

Trp

Gly
Ser
Gly
Thr
90

Gly
Ser
GlIn
Pro
Ash
170
Ser
Cys
Gin
Ala
AsSn
250
Thr

Asp

Ser

Phe

Leu

Ser

75

val

val

Ile

Met

Glu

155

Lys

val

Thr

Thr

Phe

235

Tyr

Thr

Thr

Gln

Gly

Asp

60

ser

Phe

Asn

Gly

ser

140

Asn

Ile

ser

Lys

Asn

220

Tyr

ITe

Phe

Met

ser

Asp

45

Ile

Met

Asn

Phe

Ile

Pro

Ile

His

205

Gly

Tyr

Cys

Gly

Asn

285

Arg

30

ser

Pro

Phe

Tyr

ser

110

val

Thr

Pro

Asp

GIn

190

Leu

Tyr

Gly

Asp

Lys

270

Ile

GIn

Arg

Gln

Ile

Ser

95

Pro

Ile

ser

Ser

Asn

175

Phe

val

Cys

Phe

Tyr

255

Phe

Thr

ser

ser

Gln

ser

80

Asn

Tyr

Asn

Arg

His

160

Pro

Ser

Pro

Tyr

Tyr

Leu

Leu

val

Asp
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290 295

Asp Ala Ile Gly Met Ala Cys Lys Ser Pro
305 310

Lys Thr Lys Pro Tyr Leu Ala Pro Asn Gly
325 330

Asp Glu Glu val Arg Glu Met Met Gln Gly
340 345

Cys Ile Ser Pro Gln Gly Ser Thr Pro Leu
355 360

Met Ile Tyr Thr Pro Asn Tyr Gly Ser Cys
370 375

Phe Glu Thr Ser Gly Asp Glu Asn val Asp
385 390

Phe val Ala Thr Trp val Leu Leu val Leu
405 410

Ile Leu Ile Ser Phe Cys Leu Ser Ser Tyr
420 425

<210> 14
<211> 33
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Codificante del péptido 286E1

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(33)
<223> Péptido 286E1

<400> 14

tgc acc aac cCt tcc aca cca aac agc ttg gat
Cys Thr Asn Pro Ser Thr Pro Asn Ser Leu Asp
1 5

<210> 15
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

10

Tyr

315

Ala

Leu

Ala

Pro

val

395

val

300

Cys

Asp

Leu

Leu

GIn

380

Thr

Ile

Ile

Tyr

val

Tyr

365

Tyr

ser

Ile

Phe

Asn

Asn

350

Ser

Tyr

Ser

Leu

Tyr

His

335

ser

Ser

Lys

Ala

Ile
415

Asn

320

Gly

ser

Glu

Leu

33
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ES 2 339 728 Bl
<400> 15

Cys Thr Asn Pro Ser Thr Pro Asn Ser Leu Asp
1 5 10

<210> 16
<211>33
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia codificante Péptido 286F1

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(33)
<223> Péptido 286F1

<400> 16

act tta aca cca cct gag aat att cca tca cat
Thr Leu Thr Pro Pro Glu Asn Ile Pro Ser His
1 5 10

<210> 17
<211>11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 17

Thr Leu Thr Pro Pro Glu Asn Ile Pro Ser His
1 5 10

11

33
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N2 de solicitud: 200702776

CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

CO7K 14/165 (2006.01)
C12N 15/50 (2006.01)
CO7K 16/10 (2006.01)
GO1N 33/569 (2006.01)
AG61K 39/215 (2006.01)
C12Q 1/68 (2006.01)
A61P 37/04 (2006.01)

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
CO7K, C12N, GO1N, A61K, C12Q, A61P

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
bldsqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, BIOSIS, EBI, GOOGLE
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200702776

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 30.12.2008

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 41 Si
Reivindicaciones 1-40, 42 NO

Actividad inventiva Reivindicaciones Si

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones  1-42 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Consideraciones:

La invencion describe y reivindica, las proteinas N, M y HE del torovirus porcino, los péptidos correspondientes a los fragmentos
50-60 y 150-160 de la proteina HE, los acidos nucléicos que las codifican y su utilizacion para obtener anticuerpos; también
reivindica un sistema de diagnoéstico de la infeccion por torovirus porcino y la/las vacunas obtenidas utilizando los productos
anteriores como principios activos.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita) Pagina 3/4




OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200702776

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 SMITS, S.L. et al. "Phylogenetic and evolutionary relationships 01-09-2003
among Torovirus field variants: evidence for multiple intertypic re-
combination events". JOURNAL OF VIROLOGY. 01.09.2003. Vol.

77, N°. 17, paginas 9567-9577.

D02 KRONEMAN, A. et al. "Identification and characterization of a por- 01-05-1998
cine Torovirus". JOURNAL OF VIROLOGY. 01.05.1998. Vol. 72, N°.
5, paginas 3507-3511.

D03 WO 2005007671 A2 (EPITOMICS, INC.) 25-01-2005

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El torovirus porcino, ha sido descrito previamente en el estado de la Técnica. El documento D02, presenta resultados sobre la
identificacion y caracterizacién de dicho virus; el documento D01, presenta resultados con la organizacion genética del virus
y la generacion de variantes. Las secuencias presentadas en el documento D02, coinciden con las secuencias reivindicadas
en la presente solicitud. Por tanto, las reivindicaciones 1-40, 42 en los términos en que estan redactadas, no son nuevas y no
cumplen los requisitos de novedad y de actividad inventiva de acuerdo a los Art. 6 y 8 de la LP.

Los péptidos correspondientes a los fragmentos 50-60 y 150-160 de la proteina HE, no han sido descritos previamente. Dichos
fragmentos y los anticuerpos obtenido a partir de ellos, cumplen el requisito de novedad de acuerdo al Art. 6 de la LP.

Las secuencias de los cebadores que forman la reivindicacion 41, son nuevas. La obtencién de cebadores con fines concretos
(en este caso la obtencion amplificada de los &cidos nucléicos de la invencion), resulta obvia para un experto en la materia (ver
Tabla 1, documento D02). La reivindicacion 41 por tanto, carece de actividad inventiva y no cumple los requisitos del Art. 8 de
la LP. Las reivindicaciones 1-42, cumplen el requisito de aplicacién industrial de acuerdo al Art. 9 de la LP.
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