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DESCRIPCION
Diagnésticos del virus Torgque teno

La presente invencion se refiere a un método para la deteccion de la presencia del virus porcino Torque teno en una
muestra, para la deteccion de la replicacion del virus porcino Torque teno en una muestra, a cebadores y sondas de
(RT)-PCR del virus Torque teno, y a kits de pruebas de diagnéstico para la deteccién de la presencia y la replicacion
del virus porcino Torque teno en una muestra.

Los virus Torque teno (VTT) son virus no encapsulados pequefios con un genoma de ADN monocatenario (ADNmc)
de sentido negativo circular. Pertenecen a la familia Anelloviridae.

El primer VTT se caracterizé en 1997 por Nishizawa T, et al. El virus se identific en la sangre de un paciente que
sufrié hepatitis post-transfusion y presentaba niveles de las enzimas hepaticas anormales, pero ningun virus de la
hepatitis clasico. El VTT se detecté mas tarde en muchas especies no humanas tales como primates no humanos,
gatos, perros, tupayas y cerdos (Leary et al., 1999, Martinez et al., 2006).

El virus 1 Torque teno sus (VTTSul) y el virus 2 Torque teno sus (VTTSu2), que infectan tanto al cerdo doméstico
como al jabali (y asi también conocido como VTT porcino, o brevemente VTTp), se clasifican como pertenecientes al
género lotatorquevirus. Se cree que el VTT podria influir en el desarrollo de algunas enfermedades o incluso
modular el resultado de la enfermedad por estar presente en la sangre o tejidos (Okamoto, 2009).

Hasta la fecha no se ha demostrado una funcién patégena clara de VTT y su funcién durante la co-infeccién con
otros patégenos es objeto de debate, especialmente con respecto a enfermedades por circovirus porcino (PCVD)
(Kekarainen et al., 2006, Ellis et al., 2008, Taira et al., 2009).

Los VTT comparten regiones genomicas conservadas y conservan funciones con virus de ADNmc circular
economicamente importantes de cerdos y aves de corral, concretamente circovirus-2 porcino (PCV2) y virus de la
anemia del pollo (CAV), ambos miembros de la familia Circoviridae. Los VTTp tienen una organizacion genémica
que es similar a la de los VTT que infectan a los seres humanos, pero comparten menos del 45 % de identidad de
secuencia de nucledtidos (Niel et al., 2005; Okamoto et al., 2002). Estudios recientes también demostraron un alto
grado de variabilidad genética entre varios VTTp tales como VTTpl y VTTp2 (Huang et al., 2010, Cortey et al.,
2010). El genoma de VTTp es aproximadamente 2,8 kbp de longitud y pueden deducirse dos posibles genes
codificantes de proteina importantes, marco de lectura abierto 1 (ORF) y ORF2, de la secuencia de nucleétidos. Por
analogia con los virus de ADNmc relacionados, se cree que ORF1 codifica la proteina de la capside viral. ORF2
codifica una proteina no estructural, que se supone que participa en la replicacion viral (Hijikata et al., 1999; Huang
et al.,, 2010). También se ha asociado VTT de ORF2 a la supresion de la via NF78 KB (Zheng el al., 2007). El
analisis de la secuencia de nucleotidos de VTTp revela la existencia de un ORF adicional, ORF3, generado por el
corte y empalme de ARN y comparte su extremo 5' con ORF2. Se cree que ORF3 codifica una proteina no
estructural con funcion desconocida (Okamoto et al., 2000; Biagini et al., 2001).

La investigacion en anelovirus se ha basado casi exclusivamente en técnicas de PCR. Recientemente, se ha
informado de sistemas de cultivo de tejido que supuestamente soportan la replicacién de VTT humano, aunque con
una propagacion ineficiente (Kakkola et al., 2007; Leppik et al., 2007). Sin embargo, para VTTp, no se conocen
sistemas de cultivo de tejido que soporten el crecimiento y la replicacién de VTTp.

La imposibilidad de cultivar VTTp in vitro ha obstaculizado gravemente la investigacion de VTTp. Por esa razon,
hasta la fecha, los estudios se han centrado principalmente en virologia molecular, estrategias de transcripcion y
expresion de diferentes genotipos de VTT humano. Se produjeron tres ARNm después de la transfecciéon con un
plasmido que contiene el genoma de genotipo 1 de VTT impulsado por un promotor putativo en las células COS-1
(Kamahora et al., 2000). Ademas, después del corte y empalme alternativo y procesos de traduccion alternativos, se
han descrito seis proteinas de genotipo 6 diferentes y siete proteinas diferentes de la cepa clinica P/1C1 (genotipo 1)
(Qiu en el al.,, 2005; Mueller et al., 2008). Se identificaron eventos de corte y empalme adicionales y
reordenamientos intragenémicos de VTT en lineas celulares derivados de linfoma y de leucemia de linfocitos T
(Leppik et al., 2007).

Solo hay algunos estudios sobre la localizacion de la proteina de VTT humano y los resultados son bastante
contradictorios. Proteinas de ORF1 y ORF2 de genotipo 6 de VTT se localizaron en el citoplasma de células
transfectadas (Qiu et al., 2005). Por el contrario, en un estudio mas reciente, la proteina de ORF1 se localiz6 en el
ndcleo (especificamente, dentro de los nucléolos), mientras que ORF3 se observo en el ndcleo, pero no en un
nucléolo. En el mismo estudio, se encontré la proteina de ORF2, como se describe previamente, en el citoplasma
(Mueller en el al., 2008). Discrepancias observadas entre los estudios sugieren que la diversidad gendémica
encontrada en cepas clinicas de VTT puede asociarse a diferentes estrategias de expresién y localizacion de las
proteinas virales (Mueller et al., 2008). Se ha sugerido que el perfil transcripcional de VTTp podria ser similar al
encontrado en VTT humanos (Okamoto et al., 2002), pero todavia se carece de evidencia experimental.

Debido a la imposibilidad de propagar VTTp en cultivo celular, la deteccion y el diagnéstico de VTTp se basan
actualmente en métodos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) convencionales. Especialmente para la
deteccion de virus de ADNmc tipo VTT que tienen genomas extremadamente variables incluso dentro de los
subgrupos que infectan el mismo huésped especifico o grupo de huéspedes, es crucial la eleccion de sitios de unién
del cebador de PCR apropiados y, si se desea, sitios de unién de la sonda.

Un problema general de cebadores de PCR para la deteccion de VTTp es que, aunque pueden tener una alta
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especificidad por cepas de VTTp del mismo origen geografico y el mismo genotipo, pueden posiblemente no
reaccionar con cepas de VTTp de un origen geografico diferente u otro genotipo. Como consecuencia, la presencia
de algunas cepas de VTTp en piaras de cerdos, ademas de en material biolégico, puede pasar inadvertida.

Es evidente que herramientas de diagnéstico fiables y universales para la deteccion de VTTp en piaras de cerdos
son esenciales, aunque solo sea para detectar la presencia o ausencia de VTTp en un animal.

Tales herramientas también serian esenciales para monitorizar la propagacion geografica de VTTp. Esto podria
revelar, entre otras cosas, la presencia 0 ausencia de cepas de VTTp de un cierto origen geografico o un cierto
genotipo en cerdos en una ubicacion geografica distinta.

También hay la necesidad de herramientas de diagnostico fiables en el campo de la produccion de vacunas. Muchas
de las vacunas de virus porcinos (y no solo las vacunas porcinas) se producen en cultivos celulares. Ciertos
componentes de los medios de cultivo celular y lineas celulares son de origen porcino. Asi, es importante comprobar
la ausencia de VTTp en estos cultivos celulares y en las vacunas producidas usando estos cultivos celulares.

Existe una necesidad ain mayor de métodos cuantitativos y herramientas de diagnéstico que sean capaces de dar
una indicacién de no solo de la presencia, sino también de la cantidad, de VTTp en diversos tipos de material de
muestra. Esto podria, entre otras cosas, facilitar enormemente los estudios sobre la patologia de VTTp.

Y, lo que es mas importante, los VTTp podrian estar presentes en el tejido con o sin replicacion ahi. Se sabe que el
VTT se encuentra en practicamente todos los tejidos y érganos, pero se desconoce si solo se encuentra debido a
gue se transport6 a este tejido por la sangre o si esta replicandose activamente ahi.

Por lo tanto, es altamente necesaria una prueba que podria distinguir entre la mera presencia de VTTp en, por
ejemplo, un tejido y replicacion activa del virus en ese tejido. Una prueba tal permitiria ademas detectar si las trazas
de VTTp en cultivo celular estan o no en una forma de no replicacion. Esto podria hacer ain mas segura la
produccién de vacunas de VTTp en cultivo celular.

Asi, existe una clara necesidad de métodos fiables y herramientas de diagnostico que sean capaces de detectar
cepas de VTTp independientemente del origen geogréafico y el genotipo de aquellas cepas de VTTp. Y, ademas,
existe la necesidad de métodos fiables y herramientas de diagndstico que sean capaces de detectar la actividad de
replicacion viral de tales cepas de VTTp.

Es un objetivo de la presente invencién proporcionar tales métodos y herramientas de diagnostico.

Sorprendentemente, ahora se han encontrado conjuntos de cebadores especificos que, si se desea en combinacién
con una sonda especifica, son capaces de detectar la presencia 0 ausencia de cepas de VTTp, independientemente
del origen geografico o el genotipo de aquellas cepas de VTT.

En un método segun la invencioén, la deteccion de VTT en una muestra puede hacerse ahora realizando las
siguientes etapas del método:

a) realizar una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de dicha muestra usando un conjunto de cebador que
comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucleétido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador inverso
gue se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-rl que tiene
una secuencia como se muestra en SEQ ID NO.: 2 o un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-r2 que tiene una secuencia como se muestra en SEQ
IDNO.: 3,y

b) examinar el resultado de la amplificacion por PCR de la etapa (a)

El término "cebador" se utiliza para describir un oligonucleétido que es capaz de reconocer, y unirse a, un
polinucleétido complementario y de actuar de punto de inicio para la sintesis de acidos nucleicos o replicacion a lo
largo de una hebra complementaria.

El término "capaz de unirse a un polinucleétido complementario” significa capaz de formar, en condiciones de
hibridacién, una estructura doble con este polinucleotido.

El término "sonda" se refiere a un oligonucleétido que es complementario a un polinucleétido de interés y capaz de
formar, en condiciones de hibridacion, una estructura doble con este polinucleétido.

La palabra "sonda" tiene basicamente las caracteristicas de un polinucle6tido de cebador que ademas lleva un
marcador especifico. Un marcador tal puede ser, entre otros, un fluoréforo, tal como los fluoréforos usados en, por
ejemplo, las sondas TagMan (véase mas adelante).

El término "oligonucledtido" se usa en el presente documento para describir un polimero corto de acidos nucleicos.
Tal polimero corto generalmente tendria una longitud de entre 10 y 100 acidos nucleicos.
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El término "condiciones de hibridacién" se refiere a las condiciones que permiten que el cebador o la sonda se
hibriden con el polinucleétido de interés. Estas condiciones dependen de la temperatura y la fuerza ionica de la
solucién en que tiene lugar la hibridacién. Las reacciones y condiciones de hibridacion son bien conocidas en la
técnica y se describen, entre otros, en el manual estandar de laboratorio por Maniatis/Sambrook (34).
Para la determinacion de las condiciones de hibridacién, basicamente se usan las siguientes formulas:

para el célculo basico de la temperatura de fusidon (Tm) para secuencias mas largas de 13 nucleétidos, puede
usarse la siguiente ecuacion:

Tm= 64,9 +41*(yG+zC-16,4)/(WA+xT+yG+zC)

donde w, X, y y z son el nimero de las bases A, T, G y C en la secuencia, respectivamente (de Marmur, J. y
Doty, P. (1962) J Mol Biol 5:109- 118)

Informacion adicional se da en: Wallace, R. B., Shaffer, J., Murphy, R. F., Bonner, J., Hirose, T. e ltakura, K. (1979)
Nucleic Acids Res 6:3543-3557 y Sambrook, J., y Russell, D. W. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press; Cold Spring Harbor, NY.

La ecuacion asume que la hibridacion se produce en las condiciones estandar de cebador 50 nM de Na*, 50 mM y
pH 7.0

Para el calculo de la temperatura de fusién (Tm) ajustada a la sal basica, puede usarse la siguiente ecuacién: Tm=
100,5 + (41 * (yG+zC)/(WA+xT+yG+zC)) - (820/(WwA+xT+yG+zC)) + 16,6*logio([Na*]) donde w, x, y y z son el nimero
de las bases A, T, Gy C en la secuencia, respectivamente.

El término 16,6*l0g10([Na*]) ajusta la Tm para cambios en la concentracion de sales (Se da informacion adicional en:
Howley, P. M; Israel, M. F.; Law, M-F.; y M.A. Martin "A rapid method for detecting and mapping homology between
heterologous DNAs. Evaluation of polyomavirus genomes." J. Biol. Chem. 254, 4876-4883, 1979).

Técnicas de PCR son igualmente bien conocidas en la técnica y se describen mas ampliamente en los manuales de
laboratorio estandar tales como; "Real-Time PCR: Current Technology and Applications”, en “PCR primers, a
laboratory manual”, y en Maniatis/Sambrook (véanse las referencias en la lista de bibliografia mas adelante).

El experto se da cuenta de que un cebador o una sonda no necesitan ser totalmente complementarios al
polinucleétido de interés, siempre y cuando las condiciones de hibridacién sean tales que la hibridacion pueda tener
lugar a pesar de las complementariedades incompletas.

En principio, un desapareamiento de uno o mas nucleétidos puede ser compensado reduciendo la Tm o alterando la
concentracion de sales, por ejemplo, usando las ecuaciones dadas anteriormente o la amplia informacién en la
bibliografia citada anteriormente.

Debe saberse que el uso de un cebador que tiene un desapareamiento, normalmente requiere el uso de condiciones
de hibridacién menos rigurosas. Y esto a su vez puede algunas veces conducir a una menor especificidad. Esto no
necesita ser necesariamente un problema, dado el pequefio tamafio del genoma de VTT. Las posibilidades de un
cebador que tiene un desapareamiento de unirse a una secuencia de VTT no especifica son muy pequeias.

Sin embargo, es evidente que se prefieren cebadores que comprenden una coincidencia del 100 % de
complementariedad con un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucle6tido que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1,2 0 3.

Los cebadores y la sonda segun la invencién pueden usarse, entre otras cosas, para la deteccién de VTTp en un
animal o una muestra de ese animal.

El término "muestra” se usa en el presente documento para referirse a cualquier material biolégico que se sospecha
que contienen VTTp. El material biol6gico puede ser, entre otros, tejido tal como tejido de higado, bazo, 6seo o
muscular de cerdo, pero también puede ser un liquido corporal tal como, por ejemplo, sangre, orina, materia fecal,
liquido amniético. El material también puede ser un hisopo de cavidad cloacal, oral o nasal o, por ejemplo, células
disgregadas.

Ni que decir tiene que el material que va a probarse también puede ser de origen no porcino. Es muy posible que
especies no porcinas sean sospechosas de portar VTTp, o se prueban con el fin de excluir que porten VTTp.

Una reaccion en cadena de la polimerasa, denominada ademas PCR, comprende las etapas de calentar una
molécula de ADN, en presencia de un conjunto de cebador, a una temperatura superior a la temperatura de fusién,
seguido de enfriar con el fin de permitir que los cebadores del conjunto de cebadores se unan a las hebras de ADN
complementarias respectivas. Los complejos ADN-cebador forman los puntos de partida para la sintesis de una
hebra de ADN complementaria usando la enzima ADN polimerasa en presencia de los cuatro elementos
estructurales de ADN A, T, G y C en forma de trifosfatos de desoxinucledtido (dNTP). Con estos elementos
estructurales la ADN polimerasa sintetiza una nueva hebra de ADN.

Dependiendo de la cantidad de ADN de VTTp en la muestra (siempre que esté presente), tendran que hacerse
varios ciclos de PCR antes de que haya material suficiente como para ser detectado. Un promedio de entre 30 y 45
ciclos no seria inusual. El experto seria capaz, basandose en las secuencias de los cebadores y la sonda, de
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determinar las condiciones de temperatura éptimas para las diversas etapas del ciclo de PCR usando, por ejemplo,
las formulas dadas anteriormente o en los manuales de laboratorio estandar (véase anteriormente).

El término "un cebador que se une a un tramo de al menos 14 nucleotidos consecutivos de un oligonucleétido que
tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.:" significa que el cebador debe tener al menos la longitud
de un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos que se unen al oligonucleétido como se representa en esa
SEQ ID NO. Meramente como un ejemplo: FDNA-VTT podria tener la secuencia cgaatggctgagtttatgccgc como se
representa en SEQ ID NO.: 1. Asi, un "cebador que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de
un oligonucleétido que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1" debe consistir al menos en un
tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos desde los nucleétidos cgaatggctgagtttatgccge en ese orden. Sin
embargo, podria ser un cebador mas largo que comprende, por ejemplo, los nucleétidos cgaatggctgagtttatgccgce y
tiene uno o mas nucledtidos adicionales en el extremo 5' y/o extremo 3.

Lo mismo es cierto para la sonda (aunque es evidente que la sonda no debe tener una longitud a la que la molécula
de extincion ya no sea extintora del fluoré6foro; véase mas adelante). El oligonucle6tido como se representa en SEQ
ID NO.: 2 tiene una longitud de 17 acidos nucleicos, pero una vez mas, el oligonucleétido de un cebador o sonda
segun la invencion debe tener una longitud minima de al menos 14 nucledtidos consecutivos que se unen a un
oligonucleétido que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 2.

Si se elige un cebador (0 sonda) que tiene nucleétidos adicionales en el extremo 5' y extremo 3', tales nucleétidos
pueden o pueden no ser complementarios a las regiones flanqueantes 3' y/o 5 de la hebra complementaria a la que
se une el cebador. En algunos casos, las temperaturas de los diversos ciclos de RT-PCR posiblemente deben
adaptarse al aumento de longitud del cebador y al hecho de que uno o mas de los nucledtidos adicionales sean
complementarios. Y otra vez; el experto seria capaz, basandose en las secuencias de los cebadores y la sonda, de
determinar las condiciones de temperatura éptimas para las diversas etapas del ciclo de PCR usando, por ejemplo,
las férmulas dadas anteriormente o en libros de texto de PCR referidos en el presente documento (véase
anteriormente).

Se prefieren cebadores que unen a un tramo de 15, 16, 17, 18, 19 o incluso 20 o0 mas nucledtidos consecutivos de
un oligonucledtido que tienen una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1-8 (con un maximo de 17 para
SEQ ID NO.: 2) en este orden de preferencia, ya que se hibridan aliin mas selectivamente con secuencias de VTTp.

Se prefieren sondas de union a un tramo de 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas nucledtidos consecutivos de un
oligonucleétido que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 2 y 5 (con un maximo de 17 para SEQ
ID NO.: 2) en este orden de preferencia, ya que también se hibridan ain mas selectivamente con secuencias de
VTTp.

En principio, después de la etapa a) del método de la presente invencion, ahora hay diferentes formas de realizar la
etapa b). La etapa de PCR produce un producto de PCR cuya longitud y cantidad pueden examinarse, por ejemplo,
mediante electroforesis de gel de agarosa o de poliacrilamida convencional. En caso de que esté presente ADN de
VTTp en la muestra, se hibridaria el par de cebadores vy, por lo tanto, después de la etapa a), se detectaria un
producto de PCR de la longitud esperada en el gel. Si no esta presente ADN de VTTp en la muestra, el par de
cebadores, 0 al menos uno de los cebadores, dejaria de hibridarse y, por lo tanto, no se detectaria ningin producto
de PCR de la longitud esperada.

Como se observara, los oligonucleodtidos presentados en SEQ ID NO.: 1, 2, 3, 4y 5 reflejan las diferencias (algunas)
en las secuencias de los virus individuales en estas regiones. Posibles consecuencias para el desarrollo de los
cebadores se tratan mas adelante (véase mas adelante).

La Tabla 1 proporciona un alineamiento de secuencias de 69 secuencias de VTTp conocidas y las flechas
numeradas 1-5 en esta tabla indican donde SEQ ID NO.: 1, 2, 3, 4y 5 se encuentran aproximadamente.

Como puede apreciarse de la Tabla 1, un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo segun
invencién que se une a FDNA-VTT y un cebador inverso segun la invencién que se une a RDNA-VTT-rl o un
conjunto de cebadores que comprende un cebador directo segln la invencién que se une a FDNA-VTT y un cebador
inverso segun la invencién que se une a RDNA-VTT-r2 son capaces de dar un producto de PCR en todos los casos,
es decir, con todas las cepas clinicas de campo probadas, independientemente de su origen geografico o su
genotipo.

Como se deduce de la Tabla 1, un producto de PCR generado por un conjunto de cebadores que se une a FDNA-
VTT y RDNA-VTT-r2 tendria una longitud de aproximadamente entre 83 y 88 nucledtidos. Esto depende por
supuesto de la longitud exacta de la regién entre los dos cebadores. Y, como la variabilidad en las regiones entre los
cebadores es alta, incluso dentro del grupo de VTTp, no es posible predecir una longitud exacta. Sin embargo, la
longitud exacta de un producto de PCR no es importante: solamente la ausencia o presencia de un producto de PCR
es relevante, no su tamafio exacto.

Una alternativa al andlisis de consumo de tiempo del posible producto de PCR por medio de electroforesis en gel de
agarosa o de poliacrilamida convencional es el uso del sistema SYBR Green (véase anteriormente y mas adelante).
SYBR Green es un colorante que se intercala con el ADN bicatenario (bc). Esta intercalacién hace que SYBR Green
fluorezca. Por lo tanto, si la reaccion de PCR se hace en presencia de SYBR Green, cada nueva copia de ADNbc
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captaria una cantidad de SYBR Green y haria que fluoresciera. Una maquina de PCR en tiempo real puede detectar
esta fluorescencia y el software dedicado puede calcular los valores de Ct de la intensidad de la fluorescencia. Esto
permite una cuantificacion directa de la cantidad de ADNc hecha (El uso de SYBR Green, sin embargo, no permite la
presencia de un control interno que indique si las etapas de reaccion procedieron como cabia esperar). Los métodos
RT-PCR basados en SYBR-Green se han descrito por Mackay, I.M. et al.

El método anterior proporciona asi una forma de detectar selectivamente la presencia o ausencia de VTTp en una
muestra, independientemente del origen geografico o el genotipo de la cepa de VTT.

Asi, una primera realizacion de la invencion se refiere a un método para la deteccion de la presencia de virus Torque
teno porcino (VTTp) en una muestra, caracterizado por que dicho método comprende las etapas de

a) realizar una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de dicha muestra usando un conjunto de cebadores
gue comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucledtido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador inverso
gque se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-rl que tiene
una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 2 o un cebador inverso que se une a un tramo de al menos
14 nucledtidos consecutivos de un oligonucledtido RDNA-VTT-r2 que tiene una secuencia como se representa
en SEQ ID NO.: 3,y

b) examinar el resultado de la amplificacién por PCR de la etapa (a).

En una forma preferida de esta realizacién, un cebador del conjunto de cebadores se une a la longitud completa del
oligonucledtido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y el otro cebador del
conjunto de cebadores se une a la longitud completa del oligonucleétido RDNA-VTT-rl que tiene una secuencia
como se representa en SEQ ID NO.: 2 o a la longitud completa del oligonucleétido RDNA-VTT-r2 que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 3.

Meramente como un ejemplo: un cebador del conjunto de cebadores que se une a la longitud completa del
oligonucledtido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 es, por ejemplo, un
cebador con una longitud de 22 nucleétidos y que tiene una secuencia cgaatggctg agtttatgcc gc.

Se prestara atencion a que, por ejemplo, en SEQ ID NO.: 1, el nucle6tido en la posicion 2 es una S (es decir: puede
ser G o C). La S en la posicién 2 no es de mucha influencia cuando se trata de desarrollar un cebador adecuado. Se
encuentra relativamente lejos del punto donde tiene lugar la extension del cebador. El cebador se hibridara tanto con
el ADN que tiene una G como el ADN que tiene una C en esa posicién. Por lo tanto, un cebador que tiene una
secuencia cgaatggctg agtttatgcc gc y un cebador que tiene una secuencia ccaatggctg agtttatgcc gc son ambos
adecuados. El experto sabria como corregir la temperatura de las etapas de PCR para compensar un posible
desapareamiento. Alternativamente, puede usarse un cebador degenerado, que comprende tanto un cebador que
tiene la secuencia cgaatggctg agtttatgcc gc como un cebador que tiene la secuencia ccaatggctg agtttatgec gc.
Simplemente como otro ejemplo: el nucleétido R en la posicion 18 es de mas relevancia, ya que se encuentra cerca
del punto donde tiene lugar la extension del cebador. Por lo tanto, seria conveniente tanto usar un cebador mas
corto, tal como cgaatggctg agtttat, como usar un cebador degenerado que comprende un cebador que tiene una Ay
un cebador que tiene una G en la posicién 18.

Para cada una de las secuencias dadas en SEQ ID NO.: 1, 2, 3, 4 y 5 existe una clara secuencia consenso. Esto
puede verse inmediatamente de la Tabla 1.

La secuencia consenso para SEQ ID NO.: 1 es cgaatggctgagtttatgccgc

La secuencia consenso para SEQ ID NO.: 2 es ctgggcgggtgccggag

La secuencia consenso para SEQ ID NO.: 3 es cggagtcaaggggcctatcgggcagg
La secuencia consenso para SEQ ID NO.: 4 es tgtctagccgectgggegggtgecggag
La secuencia consenso para SEQ ID NO.: 5 es cggagtcaaggggcctatcgggcagg

Las secuencias consenso son las secuencias preferidas cuando se diseflan cebadores que se unen a estas
secuencias.

Debe tenerse en cuenta lo siguiente: en 38 de las secuencias de VTTp analizadas y presentadas en la Tabla 1, la
secuencia de SEQ ID NO.: 4 es ygtctarcmgmctgggcgggtgccgvag. Sin embargo, en 31 de las secuencias de VTTp
analizadas y presentadas en la Tabla 1, la secuencia de SEQ ID NO.: 4 es ygtctarcgmctgggcgggtgccgvag debido a
un hueco de un nucleétido. El hueco se encuentra relativamente lejos del punto donde tiene lugar la extensién del
cebador, entonces no debe tenerse necesariamente en cuenta cuando se disefia un cebador adecuado.

Un método mas eficiente y selectivo para detectar la presencia del producto de PCR es una PCR en tiempo real
basada en sonda.

Este método se basa basicamente en los métodos de PCR descritos anteriormente, pero tiene un nivel de
selectividad que va mas alla de la selectividad de la reacciéon de PCR descrita anteriormente. Se basa en el uso de
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un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucle6tidos
consecutivos de un oligonucleétido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1y un
cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de un oligonucledtido RDNA-VTT-
r2 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 3 y una sonda que se une a un tramo de al menos
14 nucledtidos consecutivos de un oligonucledtido RDNA-VTT-rl que tiene una secuencia como se representa en
SEQ ID NO.: 2, segun la invencién.

Una sonda que se une a un tramo de al menos 14 nucle6tidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-rl
difiere de un cebador que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-
VTT-rl en que una sonda tal es un oligonucleétido con un fluoréforo y una molécula extintora unida a éste. Existen
varias versiones de tales sondas cuando se llega al fluoréforo o extintor usado o el mecanismo de trabajo mas alla
de la combinacion de sonda/extintor. Simplemente como un ejemplo, tales sondas estan comercialmente disponibles
como sondas TagMan, sondas Scorpions y sondas de baliza molecular (véase mas adelante).

En este método usando una sonda, la deteccion puede hacerse, por ejemplo, usando la sonda segun la invencion.
Esta sonda se une, como se menciona anteriormente, de forma selectiva a una secuencia interna del ADNc hecho
en una reaccion de PCR usando, por ejemplo, el conjunto de cebadores de unién de FDNA-VTT / RDNA-VTT-r2
segun la invencién. Por ejemplo, en la cepa VTT2_ (HM633239.1)/1- 2797 (véase la Tabla 1), la sonda, por ejemplo,
se hibridaria en una etapa b) con la region RDNA-VTT-r2 de ADNc desde posicién 380-396 del alineamiento. Sin
embargo, esto sucede solo en caso de que el ADN amplificado sea de hecho de origen VTTp. En el improbable caso
de que los dos cebadores selectivos amplificaran ADN no VTT, esto se notaria en la etapa b, debido a que la sonda
no se hibridaria con éste. Por lo tanto, la sonda segun la invencién hace la deteccion de VTTp aun mas especifica
gue una mera reaccion de PCR. Ademas, el uso de una sonda evita el uso de geles para la deteccién de los
productos de PCR. Y, finalmente, el nivel de fluorescencia detectado en el ciclador térmico de PCR en tiempo real es
directamente proporcional al fluoréforo liberado y, por lo tanto, la cantidad de molde de ADN presente en la PCR
(véase mas adelante). Por lo tanto, este método es muy adecuado en reacciones de PCR en tiempo real.

Métodos de RT-PCT en tiempo real basados en TagMan son un desarrollo de Applied Biosystems, 850 Lincoln
Centre Drive, Foster City, CA 94404, EE.UU.

Métodos de RT-PCT en tiempo real basados en TagMan se describen, entre otros, en las referencias bibliograficas
8, 10 y 33. Los métodos de RT-PCR en tiempo real basados en Scorpions y balizas moleculares estan disponibles a
través de PREMIER Biosoft International, 3786 Corina Way, Palo Alto CA 94303-4504, EE.UU.

El uso de PCR en tiempo real basandose en balizas moleculares se describe en detalle en, entre otros: Molecular
Beacons; A New Tool to Identify Point Mutations and to Analyze Gene Expression in Mycobacterium tuberculosis by
Manganelli, R., Tyagi, S. y Smith, I., en: Methods in Molecular Medicine, vol. 54: pagina 295-310, Mycobacterium
Tuberculosis Protocols, Editado por: T. Parish and N. G. Stoker © Humana Press Inc., Totowa, NJ.

Las sondas TagMan consisten en un fluoréforo unido covalentemente al extremo 5' de la sonda de oligonucledtido y
un extintor en el extremo 3'. Estan disponibles varios fluoréforos diferentes (por ejemplo, 6-carboxifluoresceina,
acronimo: FAM, o tetraclorofluorescina, acrénimo: TET) y extintores (por ejemplo, tetrametilrodamina, acrénimo:
TAMRA, o ligando de union al surco menor de tripéptido de dihidrociclopirroloindol, acrénimo: MGB). La molécula
extintora extingue la fluorescencia emitida por el fluoréforo cuando se excita por la fuente de luz del ciclador
mediante FRET (transferencia de energia por resonancia de fluorescencia). En tanto que el fluoréforo y el extintor
estén en proximidad, la extincion inhibe cualquier sefial de fluorescencia.

Sondas TagMan se disefian tal que se hibriden dentro de una regién de ADN amplificada por un conjunto especifico
de cebadores. Como la Taq polimerasa extiende el cebador y sintetiza la hebra naciente, la actividad de
exonucleasa 5' a 3’ de la polimerasa degrada la sonda que se ha hibridado con la plantilla. La degradacion de la
sonda libera el fluoréforo de ésta y rompe la proximidad cercana al extintor, para asi aliviar el efecto extintor y
permitir la fluorescencia del fluoréforo. Por lo tanto, la fluorescencia detectada en el ciclador térmico de PCR en
tiempo real es directamente proporcional al fluoréforo liberado y la cantidad de molde de ADN presente en la PCR.

Las sondas TagMan son sondas preferidas para su uso en los métodos y herramientas de diagndstico segun la
invencion.

En realidad, la sonda Tagman Probe VTT-r1 descrita aqui es un oligonucleétido que se une a una secuencia de ADN
como se representa en SEQ ID NO.: 2, sin embargo, con un fluoréforo y un extintor unido a ella. Pero como se ha
explicado (véase anteriormente), la sonda también puede ser un oligonucleétido mas largo o0 mas corto que se une a
un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucledtido RDNA-VTT-rl que tiene una secuencia
como se representa en SEQ ID NO.: 2.

Como en este método tanto la hibridaciéon de los cebadores como la sonda tiene lugar en un proceso, el desarrollo
de una reaccion de color tiene lugar practicamente en el mismo momento que la amplificacién del ADN. Por lo tanto,
tal reaccién se denomina una reaccién de PCR en tiempo real.

Por lo tanto, otra forma preferida de esta realizacion se refiere a un método para la deteccion de la presencia del
virus Torque teno porcino (VTTp) en una muestra, caracterizado por que dicho método comprende las etapas de
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a) realizar una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de dicha muestra usando un conjunto de cebadores
que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucledtido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador inverso
gue se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-r2 que tiene
una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 3y

b) examinar el resultado de la amplificacion por PCR de la etapa (a) usando una sonda que se une a un tramo de
al menos 14 nucle6tidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-rl que tiene una secuencia como se
representa en SEQ ID NO.: 2.

En una forma mas preferida de esta realizacién, un cebador del conjunto de cebadores se une a la longitud completa
del oligonucleétido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1y el otro cebador del
conjunto de cebadores se une a la longitud completa del oligonucle6tido RDNA-VTT-r2 que tiene una secuencia
como se representa en SEQ ID NO.: 3

En otra forma mas preferida de esta realizacion, la sonda se une a la longitud completa del oligonucle6tido RDNA-
VTT-rl que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 2.

Como se ha mencionado anteriormente, VTTp podria estar presentes en tejido con o sin replicacién alli. Se sabe
que VTT se encuentra en practicamente todos los tejidos y érganos, pero se desconoce si solo se encuentra en un
tejido debido a que se transport6 a ese tejido por la sangre o si esta replicando activamente alli.

Por lo tanto, es altamente necesaria una prueba que podria distinguir entre la mera presencia de VTTp en, por
ejemplo, un tejido y replicacion activa del virus en ese tejido.

Una prueba tal permitiria ademas detectar si las trazas de VTTp en el cultivo celular estan o no en una forma
inactivada: la certeza sobre la falta de replicacion viral de VTTp podria hacer que la produccién de vacunas virales
en cultivo celular fuera mas segura.

La replicacién del genoma de VTT continGa a través de un modelo de circulo rodante: durante la replicacién se
prepara un ADNmc de hebra positiva usando la hebra de ADN viral genémico de hebra negativa como molde, y este
ADN de hebra positiva sirve a su vez de molde para producir nuevo ADN de hebra negativa. En principio, el ADN de
hebra positiva podria usarse para la deteccion de replicacion; entonces podria usarse una prueba de PCR especifica
hebra (PCReh) usando cebadores que se unen especificamente a la hebra de ADN positiva para mostrar la
replicacién del ADN. Sin embargo, surge un problema cuando VTT entra en una célula no permisiva, es decir, una
célula que no soporta el ciclo completo, productivo, replicativo del virus que incluye la formacién de nuevas
particulas del virus. En tales células no permisivas, el mecanismo celular empezaria, sin embargo, la replicacion de
ADNmc viral y, por consiguiente, se formara ADN de hebra positiva, que sugiere incorrectamente la replicacion viral
productiva. Por lo tanto, una PCReh no es una prueba fiable para confirmar la replicacion viral productiva.

Un indicador mas fiable para la replicacion viral es la presencia de ARNm de VTTp ya que la replicacion del virus
activa se revela por si misma a través de la aparicion de ARNm. Tales ARNm pudieron entonces detectarse
mediante una reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa, denominada ademas RT-PCR. Sin
embargo, la extrema variabilidad en la secuencia del genoma para los diversos VTTp hace muy dificil identificar
cebadores universales para su uso en una reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR).

Se plantea un segundo problema por el hecho que no se sabe mucho sobre los patrones de corte y empalme de
ARN en VTTp, excepto por el hecho de que parece haber una variacion significativa en el patron de corte y empalme
entre diversos VTTp. Debido a las caracteristicas de corte y empalme de la replicacion viral de VTTp, es muy posible
que algunos cebadores no puedan usarse en absoluto, ya que se hibridan con regiones que se pierden tras el corte
y empalme del ARN. Después de realizar el corte y empalme del ARNm, tales regiones se perderian y, por
consiguiente, no se encontraria ningun producto de RT-PCR. Y esto a su vez conduciria a una indicacion falsa de
que no tiene lugar replicacién viral de VTTp.

Sorprendentemente se encontré ahora que las regiones de RDNA-VTT-rl y RDNA-VTT-r2 a las que se unen los
cebadores de PCR también estan presentes en el ARNm de VTTp. Aln mas sorprendente, se encontré que estas
regiones se localizaron fuera de regiones que se cortan y empalman durante el proceso de corte y empalme de
ARNm. Por lo tanto, estas regiones siempre estan presentes en el ARNm de VTTp, independientemente del patron
de corte y empalme de ARNm seguido por cualquier VTTp.

Esto significa que las regiones de RDNA-VTT-rl y RDNA-VTT-r2 pueden también usarse para desarrollar cebadores
directos en una reaccion de RT-PCR para la deteccion de ARNm durante la replicacién viral de VTTp
independientemente de su procedencia geografica o su genotipo.

Esta prueba permite asi por primera vez diferenciar entre la mera presencia de ADNmc de VTTp en un tejido y la
replicacién activa del virus en ese tejido.

Una reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) comprende dos etapas de reaccion.
En una primera etapa, se permite que uno de los cebadores del conjunto de cebadores se una a ARN de VTT y este
complejo forma el punto de partida para la sintesis de una hebra de ADNc de la hebra de ARN por la enzima
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transcriptasa inversa (una ADN polimerasa dependiente de ARN) en presencia de los cuatro elementos estructurales
de ADNA, T,GyC.

En una segunda etapa, el hibrido ARN-ADN asi formado se calienta con el fin de desnaturalizar el hibrido, seguido
de un enfriamiento con el fin de permitir que el otro cebador del conjunto de cebadores se una a la hebra de ADNCc.
Este otro cebador funciona entonces como punto de partida para la sintesis de la segunda cadena de ADN por una
ADN polimerasa, otra vez en presencia de los elementos estructurales de ADN.

Dependiendo de la cantidad de ARN de VTTp en la muestra (siempre que esté presente), tendran que hacerse
varios ciclos de PCR antes de que haya material suficiente como para ser detectado. Un promedio de entre 30y 45
ciclos no seria inusual. El experto seria capaz, basandose en las secuencias de los cebadores y la sonda, de
determinar las condiciones de temperatura 6ptimas para las diversas etapas del ciclo de PCR usando, por ejemplo
las formulas dadas anteriormente y en los libros de texto antes mencionados (véase anteriormente).

Como se mencioné anteriormente, cebadores directos adecuados son los cebadores que son complementarios a
RDNA-VTT-rl y RDNA-VTT-r2.

Tales cebadores directos segun la invencion se unen a un tramo de al menos 14 nuclettidos consecutivos de un
oligonucleétido FRNA-a que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 4 o un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 5.

Como cebador inverso se usa un cebador que se une a la cola de poli-A de los ARNm. Un cebador tal comprenderia
un tramo de poli-T. Tal cebador consiste preferentemente en al menos 14 T consecutivos.

Con el fin de evitar la unién al azar de tales cebadores a cualquier parte de la cola de poli-A, el cebador inverso lleva
preferentemente un nucleétido G, un nucleétido C o un nucleétido A en el extremo 3' del tramo de poli-T. Esto
permitiria la unién especifica del cebador al extremo 5' de la cola de poli-A. Si la caracteristica del Ultimo nucleétido
antes de la cola de poli-A es conocida de la secuencia del virus, el nucleétido en el extremo 3’ del tramo de poli-T
puede hacerse complementario a ese Ultimo nucleétido. Si la caracteristica no se conoce, puede usarse
satisfactoriamente una mezcla de tres cebadores de poli-T, teniendo cada uno una G, una C o una A en el extremo
3' del tramo de poli-T.

Asi, un cebador inverso segun la invencion comprende al menos un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos
de union a los nucleétidos mas del extremo 5' de un oligonucleétido RRNA-1 que tiene una secuencia como se
representa en SEQ ID NO.: 6, un oligonucle6tido RRNA-2 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 7, o un oligonucleétido RRNA-3 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 8.

Simplemente como un ejemplo: un cebador inverso segun la invenciéon y la unién a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos del extremo 5' de un oligonucleétido RRNA-1 que tiene una secuencia como se representa
en SEQ ID NO.: 6 podria tener, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos TTTTTTTTTTTTTTTA,
TTTTTTTTTTTTTTITTTTTTAO TTTTTTTTTTTTITTITTTTTTTTTITTTTA

La temperatura de fusién de los diplex T/A es relativamente baja. Asi, si se desea, los cebadores que se unen a la
cola de poli-A pueden extenderse en el extremo 5' con una secuencia conocida pero aleatoria de, por ejemplo, 15
nucleétidos. Si se usa un cebador extendido en 5' tal, una hibridacién satisfactoria entre la parte de poli-T del
cebador y la cola de poli-A del ARNm necesita ser satisfactoria en un tnico ciclo de PCR. En los ciclos posteriores,
la reaccion de hibridaciéon seria mucho mas eficiente debido al hecho de que ahora puede usarse un segundo
cebador que es complementario a la extension de 5' del cebador de poli-T.

Asi, otra realizacién de la presente invencion se refiere a un método para la deteccion de la presencia de VTTp de
replicacién en una muestra, caracterizado por que dicho método comprende las etapas de

a) realizar una reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) de dicha muestra
usando un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-a con una secuencia como se representa en SEQ ID NO.:
4 o un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucledtido
FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 5 y al menos un cebador inverso que se
une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos del extremo 5' de un oligonucleétido RRNA-1 que tiene
una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6, un oligonucle6tido RRNA-2 con una secuencia como se
representa en SEQ ID NO.: 7, o un oligonucleétido RRNA-3 con una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 8,y

b) examinar el resultado de la amplificacion por RT-PCR de la etapa (a).

Como cebador directo se usa preferentemente un cebador que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos
consecutivos de un oligonucledtido FRNA-a: esto permitiria el uso de una sonda que se une a un tramo de al menos
14 nucledtidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-b para la deteccion de un producto de RT-PCR en una
reaccion de RT-PCR en tiempo real.

Asi, una forma preferida de esta realizacién se refiere a un método para la deteccion de la presencia de VTTp de
replicacién segun la invencién, caracterizado por que dicho cebador directo se une a un tramo de al menos 14
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nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-a que tiene secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 4

La sonda, que basicamente se une a un tramo de al menos 14 nuclettidos consecutivos de un oligonucleétido
FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 5, comprende una molécula extintora y un
fluoréforo.

Asi, una forma mas preferida de esta realizacion se refiere a un método para la deteccion de la presencia de VTTp
de replicacion segun la invencidn, caracterizado por que dicho método comprende ademas la etapa de examinar el
resultado de la amplificacion por PCR de la etapa (a) usando una sonda que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 5.

Idealmente, el método indicado antes para la deteccion de ADN de VTTp y el método indicado antes para la
deteccion de replicacion viral de VTTp se aplicarian simultaneamente en un vial. Esto permitiria la deteccién
simultanea de tanto la presencia de ADN de VTTp como la replicacion viral de VTTp.

Sin embargo, debe tenerse cuidado que los cebadores para la deteccion de ADN y ARN sean correctamente
seleccionados. Si los cebadores que se unen a FDNA-VTT y RDNA-VTT-r2 se usan para la deteccién de ADN, debe
evitarse el uso de un cebador que se une a FRNA-b para la deteccion de ARNm, debido a que en ese caso, el
cebador que se une a FRNA-b se hibridaria con el cebador que se une a RDNA-VTT-r2. Por la misma razén, si los
cebadores que se unen a FDNA-VTT y RDNA-VTT-rl se usan para la deteccién de ADN, debe evitarse el uso de un
cebador que se une a FRNA-a para la deteccion de ARNm, debido a que en ese caso, el cebador que se une a
FRNA-a se hibridaria con el cebador que se une a RDNA-VTT-r1.

Por la misma razon, si el cebador que se une a RDNA-VTT-r2 se usa para la deteccion de ADN y el cebador que se
une a FRNA-a se usa para la deteccion de ARN, entonces las sondas complementarias a RDNA- VTT-rl y FRNA-b
no pueden usarse para la deteccion de ADN y ARN. Por lo tanto, no puede hacerse la detecciéon simultdnea de los
productos de PCR respectivos y los productos de RT-PCR usando las sondas segln la invencién. Asi, estos
productos deben analizarse por otros medios tales como electroforesis en gel.

Asi, otra realizacién de la presente invencion se refiere a un método para la deteccion de la presencia de VTTp de
replicacién en una muestra, caracterizado por que dicho método comprende las etapas simultaneas de

a) realizar una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de dicha muestra usando un conjunto de cebadores
que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucleétido FDNA-VTT con una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador inverso que
se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-r2 que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 3y

b) realizar una reaccidon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) de dicha muestra
usando un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-a que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 4 y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucleétido RRNA-1, 2 o 3, que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6, en SEQ ID NO.:
70enSEQIDNO.: 8y

¢) examinar el resultado de la amplificacién por PCR de las etapas a) y b)

Y una vez mas otra realizacion de la presente invencion se refiere a un método para la deteccion de la presencia de
VTTp de replicaciéon en una muestra, caracterizado por que dicho método comprende las etapas simultaneas de

a) realizar una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de dicha muestra usando un conjunto de cebadores
que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucleétido FDNA-VTT con una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador inverso que
se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-rl que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 2y

b) realizar una reaccidon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) de dicha muestra
usando un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 5 y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucleétido RRNA que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6, en SEQ ID NO.: 7 o en
SEQID NO.: 8y

¢) examinar el resultado de la amplificacién de (RT)-PCR de las etapas a) y b).

Como se trat6 para producto de PCR de ADN generado por el conjunto de cebadores que se une a FDNA-VTT y
RDNA-VTT-r2 respectivamente anterior, no puede darse una longitud exacta de los productos de RT-PCR si se usa,
por ejemplo, un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a FRNA-a y un cebador
inverso que se une a RRNA-1. En primer lugar, como la variabilidad en las regiones entre los cebadores es alta,
incluso dentro del grupo de VTTp, no es posible predecir una longitud exacta de estos productos. Y ademas, para
los productos de RT- PCR, esto es aun mas impredecible ya que se conocen tantas variantes de corte y empalme
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para VTT. Sin embargo, una vez mas, la longitud exacta de un producto de RT-PCR no es importante: solo es
relevante la ausencia o presencia de un producto RT-PCR, no su tamafio exacto.

Los métodos segun la invencion que se basan en la RT-PCR pueden mejorarse ademas afadiendo un denominado
ARN de control interno (ARN CI). En realidad, el control interno es un experimento paralelo en el que una cantidad
de un ARN de control se aflade a la muestra de prueba, ademas de cebadores y una sonda que son especificos
para ese ARN de control (ARN CI). (O alternativamente, aunque menos preferido, el ARN de control y los cebadores
y la sonda se prueban por separado en una prueba de RT-PCR paralela). Tales cebadores y la sonda no deben
estar relacionados con VTT; si estuvieran relacionados con VTT podrian interferir con la parte especifica de VTT del
método.

Es evidente que el color del fluoréforo de la sonda de VTT y el fluoréforo de la sonda no VTT deben ser diferentes,
con el fin de discriminar entre la fluorescencia especifica de VTT y la fluorescencia especifica de ARN CI.

Como estan presentes todos los componentes para una reaccion satisfactoria que muestra la presencia del ARN CI,
habréa una fluorescencia especifica, que indica que las diversas etapas del proceso fueron satisfactorias.
Preferentemente, la prueba del ARN CI se realiza en el mismo tubo de ensayo que la prueba de deteccion de VTTp.
Asi, si se detecta la fluorescencia del fluor6foro especifico de ARN CI, la prueba como tal es fiable, y si ademas se
detecta la fluorescencia del fluoréforo especifico de VTT, eso demuestra la presencia de material de VTT.

Si se detecta la fluorescencia del fluoréforo especifico de ARN ClI, pero no se detecta fluorescencia del fluoréforo
especifico de VTT, eso demuestra la ausencia de material de VTT.

Si no se detecta fluorescencia del fluoréforo especifico de ARN Cl, la prueba no es fiable y no debe tenerse en
cuenta.

Asi, el uso de un control interno es importante para excluir resultados negativos falsos debido a, por ejemplo,
aislamiento ineficiente de ARN, reaccién de transcriptasa inversa ineficiente o inhibicion de PCR.

En principio, puede usarse un ARN sintético como material de partida para el control interno. Como alternativa a los
fragmentos sintéticos de ARN, pueden usarse genes de mantenimiento o diferentes genes del huésped o de
diferentes patégenos como control interno. Sus problemas de concentracion desconocida y variable, inestabilidad y
bioseguridad los hacen, sin embargo, mas dificil de manipular e integrar en el ensayo PCR que el ARN transcrito in
vitro.

Por esta razon, un sistema de control interno preferido es el sistema de control interno heterélogo universal disefiado
por Hoffmann et al. Se basa en ARN y podria ser facilmente adaptado e integrado en el ensayo para comprobar una
satisfactoria extraccion de ARN y RT-PCR.

Asi, una forma incluso mas preferida de esta realizacion se refiere a un método segun la invencidn, caracterizado
por que la etapa de realizar la reaccion de RT-PCR en tiempo real de dicho método usa ademas al menos un
conjunto de cebadores no relacionado con VTT y al menos un molde de ARN no relacionado con VTT.

Si se requiere cuantificacion de la reaccion de PCR, pueden ejecutarse pruebas paralelas separadas en las que
estan presentes cantidades conocidas de ADN de VTT o ARNm de VTT y los cebadores y la sonda segun la
invencién. Esto permitiria dibujar curvas patrén que proporcionan una relacion entre la cantidad de ADN o ARN en la
prueba paralela y el nimero de ciclos requerido para alcanzar el umbral de deteccién de fluorescencia. Estas curvas
patron pueden entonces usarse posteriormente para determinar la cantidad desconocida de ADN de VTT o ARNm
de VTT en la muestra.

Por lo tanto, un método segun la invencion en el que se ejecutan pruebas paralelas separadas con el fin de hacer
curvas patrén que posteriormente se usan para la cuantificacion de la cantidad de ADN de VTT o ARNm de VTT en
una muestra se denomina como un método cuantitativo.

Es evidente que el material biolégico se somete preferentemente a etapas de purificacion adicionales.

Como el método para la deteccion de VTTp se basa en ADNmc y/o ARNm viral, este ADNmc y ARN se purifica
preferentemente de la muestra hasta un cierto grado. La purificacién en este sentido significa que material en la
muestra distinto de ADN o ARNm de VTT se elimina hasta un cierto grado de la muestra antes de que la muestra se
someta a un método seguin la invencion. Tal purificacion puede comprender, por ejemplo, desproteinizacion,
eliminacion de restos celulares, extraccion de ADN, extraccion de ARN y similares.

Asi, una forma aun mas preferida de la presente invencion se refiere a un método segun la invencién, caracterizado
por que dicho método comprende una etapa de purificacion de ARN o ADN anterior a la etapa a).

Otra realizacion de la presente invencién se refiere a un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo
que se une a un tramo de al menos 14 nucle6tidos consecutivos de un oligonucleétido FDNA-VTT que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-rl que tiene una secuencia como se representa en SEQ
ID NO.: 2 o un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucledtido RDNA-VTT-r2 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 3

Una realizacion adicional de la presente invencién se refiere a un conjunto de cebadores que comprende un cebador
directo que se une a un tramo de al menos 14 nucle6tidos consecutivos de un oligonucle6tido FRNA-a que tiene una
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secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 4 o un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 5 y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos del extremo
5' de un oligonucleétido RRNA-1 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6, un oligonucleétido
RRNA-2 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 7, o un oligonucleétido RRNA-3 que tiene
una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 8

Otra realizacion aun de la presente invencién se refiere a una sonda que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucledtido RDNA-VTT-rl que tiene una secuencia como se representa en SEQ
ID NO.: 2 0 a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de un oligonucledtido FRNA-b que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 5.

Otra vez otra realizacién de la presente invencion se refiere a kits de prueba de diagnéstico para la deteccion de la
presencia del virus del Torque teno porcino (VTTp) en una muestra. Tales kits permiten que se pongan en practica
los métodos segun la invencién.

Asi, una primera forma de esta realizacion se refiere a un kit de prueba de diagndstico para la deteccion de la
presencia del virus Torque teno porcino (VTTp) en una muestra, caracterizado por que dicho kit comprende al
menos un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 1 y un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido
RDNA-VTT-rl1 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 2 o un cebador inverso que se une a un
tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-r2 que tiene una secuencia como
se representa en SEQ ID NO.: 3.

En una forma preferida de esta realizacion, dicho kit de prueba de diagndstico para la deteccién de la presencia de
VTTp comprende ademas una sonda que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucledtido RDNA-VTT-rl que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO. 2.

Otra vez otra realizacién se refiere a un kit de prueba de diagnéstico para la deteccién de la presencia de VTTp de
replicacién en una muestra, caracterizado por que dicho kit comprende un conjunto de cebadores que comprende un
cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-a que
tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 4 o un cebador directo que se une a un tramo de al menos
14 nucleétidos consecutivos de un oligonucledtido FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 5y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos del extremo
5' de un oligonucleétido RRNA-1 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6, un oligonucleétido
RRNA-2 con una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 7, o un oligonucleétido RRNA-3 que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 8.

En una forma preferida de esta realizacion, dicho kit de prueba de diagndstico para la deteccién de la presencia de
VTTp de replicacion comprende ademas una sonda que se une a un tramo de al menos 14 nucle6tidos consecutivos
de un oligonucleétido FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO. 5.

Estos diversos cebadores y sondas pueden estar presentes en el kit en viales separados. También pueden estar
presentes en el mismo vial. Para facilitar la manipulacion y con el fin de evitar riesgos innecesarios de
contaminacion, incluso podrian estar presentes en el vial de prueba al que se afiade la muestra.

Preferentemente estaran presentes en una forma seca, con el fin de mantenerlos estables en condiciones de
almacenamiento ambiental.

Otra realizacion aun se refiere a un kit de prueba de diagnostico para la deteccion simultanea de la presencia de
ADNmc de VTTp y replicacién del virus VTTp en una muestra, caracterizado por que dicho kit comprende un
conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos
consecutivos de un oligonucleétido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1y un
cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucle6tidos consecutivos de un oligonucledtido RDNA-VTT-
r2 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 3 y un conjunto de cebadores que comprende un
cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-a que
tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 4 y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de
al menos 14 nucleétidos consecutivos de oligonucledtido RRNA que tiene una secuencia como se representa en
SEQ ID NO.: 6, en SEQ ID NO.: 7 0 en SEQ ID NO.: 8.

Otra vez otra realizacion se refiere a un kit de prueba de diagnéstico para la deteccion de la presencia de ADNmc de
VTTp y la replicaciéon del virus VTTp en una muestra, caracterizada en que dicho kit comprende un conjunto de
cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nuclettidos consecutivos de
un oligonucleétido FDNA-VTT con una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador inverso que
se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-rl que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 2 y un cebador directo que comprende un cebador directo que se
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une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucle6tido FRNA-b que tiene una secuencia
como se representa en SEQ ID NO.: 5y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de oligonucleétido RRNA que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6,
en SEQ ID NO.: 7 o en SEQ ID NO.: 8.

Un kit de prueba de diagnostico segin la invencion puede comprender ademas una transcriptasa inversa y/o una
ADN polimerasa termoestable. Estas enzimas son necesarias para realizar una RT-PCR en tiempo real y para
facilitar el uso podrian asi ser incorporadas en el kit de prueba de diagndstico.

Si se requiere un control interno de la RT-PCR en tiempo real, puede incluirse un segundo conjunto de cebadores y
sonda, en este caso cebadores no VTIT y un molde de ARN no VTT y una sonda no VTT como se traté
anteriormente, ademas del ARN CI, en el kit de prueba de diagnéstico. Ni que decir tiene que los cuatro elementos
estructurales de ADN vy los tampones necesarios también pueden incluirse adicionalmente en el kit de prueba de
diagndstico.

Si se requiere cuantificacion de la reaccion de (RT)-PCR, pueden ejecutarse pruebas paralelas en las que estan
presentes cantidades conocidas de ARN de VTT y/o ADN de VTT y los cebadores y las sondas segun la presente
invencién. Esto permitiria dibujar curvas patrén que proporcionan una relacién entre la cantidad de ARN y/o ADN en
la prueba paralela y el nimero de ciclos requerido para alcanzar el umbral de fluorescencia. Estas curvas patrén
pueden entonces usarse para determinar la cantidad de ARN de VTT y/o ADN de VTT en la muestra. Por lo tanto,
preferentemente el kit de prueba de diagnéstico comprende ademas cantidades conocidas de ARN de VTT y/o ADN
de VTT que permiten realizar la cuantificacion.

A continuacién se presentan ejemplos de cémo realizar el método segin la invencion. Ni que decir tiene que los
ejemplos no deben considerarse limitantes del alcance de la invencién de ninguna manera.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Grafico de la curva de amplificacién (Figura 1A) y de la curva patron (Figura 1B) de una gPCR de
amplio espectro para VTT porcino. En el grafico de amplificacion las curvas grises representan la serie de
diluciones estandar y las curvas negras representan las muestras. En el grafico de la curva patrén los puntos
representan la serie de diluciones estandar y las cruces representan las muestras.

Figura 2: picos de fusion de los amplicones. Las curvas grises representan la serie de diluciones estandar y las
curvas negras representan las muestras. Todas las muestras mostraron un pico con una temperatura de fusién
entre 85,0 °C y 86,5 °C, indicando que la fluorescencia medida se deriva solamente del producto PCR.

Figura 3: dibujo esquematico del plasmido TTV008 que comprende 323 pares de bases de un genotipo 2 de
VTTp (VTTp2).
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Ejemplos
Ejemplo 1

PCR cuantitativa en tiempo real para la detecciéon de ADN viral de VTTp

Equipo usado

0,2 ml de Thermo-Strip : Termo Scientific (Westburg)
Placas de PCR de 96 pocillos Hard-Shell : Biorad (cat N.° HSP-9635)
Pelicula 'B' Microseal : Biorad (cat N.° MSB 1001)
Soporte de congelador de PCR IsoFreeze™ : IsoFreeze

Bloque térmico : Thermomixer comfort (Eppendorf)
Microcentrifuga : Eppendorf 5418

Centrifuga para placas de microtitulacion : Eppendorf 5804R

Estacion de trabajo de PCR : Herolab CleneCab

Sistema en tiempo real CFX 96 : Biorad

Aislamiento de ADN

Se aislé6 ADN de 200 pl de suero, derivado de 5 cerdos diferentes, usando un kit de centrifugacion del virus
QlAamp® MinElute® (N.° de cat. de Qiagen 57704). Se aplico el procedimiento descrito por el fabricante en el
manual suministrado con el kit.

Se us6 tampdn AVE como tampdén de resuspension de proteasa y se realizé la etapa de lavado recomendada con
tampon AW 1. No se realiz6 el secado de la membrana recomendado a 56 °C.

Para eluir el ADN de la columna, se usaron 50 pl de tampon AVE.
Reaccion de PCR

Mezcla madre para 15 reacciones:

187,5 yl de iQ™-SYBR® Green Supermix (BioRad, cat N.° 170-8882)

82,5 pl de agua para inyeccion

15,0 ul de cebador directo 10 uM: TTVall-F1 : CGAATGGCTGAGTTTATGCCGC

15,0 ul de cebador inverso 10 uM: TTVall-R4: CCTGCCCGATAGGCCCCTTG 300,0 pl

A 13 pocillos de una placa de 96 pocillos se afiadieron 20 pl de la mezcla madre y 5 pl de ADN aislado, ADN de
plasmido de la serie de diluciones estandar o agua.

Series de diluciones estandar:

Las series de diluciones estandar contuvieron 6 muestras con una concentracion del plasmido TTV008 (que contiene
un fragmento de 320 pb de 5' UTR de VTTSu-tipo 2, véase el anexo 1) de 5x10° copias/ul hasta de 5x10° copias/pl.
Debido a que se afiadieron 5 pl de patrén a cada reaccion de PCR, la curva de dilucién estandar en la PCR oscil6 de
2,5x106 copias a 2,5x10! copias de ADN.

Programacién de la maquina de PCR

Se programo un sistema en tiempo real CFX 96 (Bio Rad) como sigue:

Etapa 1: 95°C 5 minutos
Etapa 2: { 95°C 30 segundos
40 x 62°C 15 segundos
Etapa 3: 68°C 30 segundos <= se mide la fluorescencia
68°C 7 minutos
Etapa 4: Curva de fusion: 70 °C - 95 °C, incremento: 0,5°C /5 s
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Resultados

La Figura 1 muestran el grafico de la curva de amplificacion (Figura 1A) y de la curva patrén (Figura 1B) de la gPCR
de amplio espectro para VTT porcino. En el grafico de amplificacion las curvas grises representan la serie de
diluciones estandar y las curvas negras representan las muestras y no los controles de molde. En el grafico de la
curva patrén los puntos representan la serie de diluciones estandar y las cruces representan las muestras.

Tabla 1: Los datos pertenecen al grafico de la curva de amplificacion y de patrén. La cantidad inicial es la cantidad
de particulas de VTTSu en la cepa clinica de ADN de 5 ul, que se pone en la PCR

Contenido Obijetivo Ciclo umbral Cantidad inicial Log
(C1) (SQ) SQ
Est-1 2,50E+06 17,25 6,398
Est-2 2,50E+05 21,04 5,398
Est-3 2,50E+04 24,53 4,398
Est-4 2,50E+03 27,30 3,398
Est-5 2,50E+02 30,67 2,398
Est-6 2,50E+01 34,13 1,398
Descon-01 Cerdo 141 34,20 2,34E+01 1,369
Descon-02 Cerdo 151 33,24 4,58E+01 1,661
Descon-03 Cerdo 161 29,06 8,34E+02 2,921
Descon-04 Cerdo 204 25,56 9,46E+03 3,976
Descon-05 Cerdo 205 25,06 1,34E+04 4,128
NTC Agua N/A N/A N/A
NTC Agua N/A N/A N/A

La Figura 2 muestra los picos de fusién de los amplicones. Las curvas grises representan la serie de diluciones
estandar y las curvas negras representan las muestras. Todas las muestras mostraron un pico con una temperatura
de fusién entre 85,0 °C y 86,5 °C, que indica que la fluorescencia medida se deriva solamente del producto de PCR.

Tabla 2. Los datos pertenecen al grafico del pico de fusion.

Contenido Obijetivo Temperatura Altura Temperatura | Temperatura
de fusion del pico inicial final
Est-1 2,50E+06 86,5 1939,64 80,5 91,0
Est-2 2,50E+05 86,5 2049,13 80,5 93,5
Est-3 2,50E+04 86,5 1891,92 80,0 93,5
Est-4 2,50E+03 86,5 1959,75 79,0 93,0
Est-5 2,50E+02 86,5 1781,68 80,0 94,0
Est-6 2,50E+01 86,5 1570,47 80,0 90,5
Descon-01 Cerdo 141 85,5 1195,51 79,5 93,5
Descon-02 Cerdo 151 86,0 1299,24 79,5 91,0
Descon-03 Cerdo 161 85,5 1587,08 79,5 92,5
Descon-04 Cerdo 204 85,0 1735,64 79,0 91,5
Descon-05 Cerdo 205 85,5 1800,00 79,5 91,0

Conclusién

Se mostré que las 5 muestras eran positivas para VTT. La concentracion oscilé entre 1,34x10* y 2,34x10!
copias/reaccion, que es igual a entre 6,71x10° y 1,17x10° copias de ADN de VTT/ml de suero.

Ejemplo 2

RT-PCR para la deteccién de ARNm viral de VTTp

Se extraerd ARN de 2,5 x 10° células de rifion porcino (PK). Las células se disgregaran usando 600 pl de reactivo
TRIZOL® (Invitrogen) y 120 ul de 1-bromo-3-cloropropano (BCP, Sigma), la suspensién se centrifugara
posteriormente a 12.000 x g a 4 °C durante 15 minutos. La fase acuosa se obtendra, se precipitara con 300 ul de
100 % de alcohol isopropilico y después se centrifugara a 12.000 x g a 4 °C durante 10 min. El sedimento de ARN
resultante se lava con 1 ml de 75 % de etanol y se seca al aire. EI ARN se disuelve posteriormente en agua libre de
RNasa Se elimina el ADN contaminante de preparaciones de ARN usando el kit TURBO DNA-free™ (Ambion,
Applied Biosystems). Brevemente, se afiaden 2 unidades de DNasa por cada 10 pg de ARN, se incuban a 37 °C
durante 30 min. La DNasa se inactiva y se elimina de la muestra de ARN por centrifugaciéon a 10.000 x g durante 1,5
minutos y el ARN se transfiere a un tubo nuevo. Se cuantificara el ARN y la pureza se comprobara usando un
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific).
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Se convierten quinientos nanogramos de ARN asi obtenidos en ADN complementario (ADNc) usando el cebador
poli-dT (B-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTV-3' (V=A/CI/G)) y el sistema de transcriptasa inversa (RT) SuperScrip™
(Invitrogen Corporation) de acuerdo al protocolo del fabricante. El control RT negativo se realiz6 usando agua estéril
en lugar de la RT Superscript ™ll. Para verificar la presencia de ARNm de VTTSu, se realizan PCR usando el
cebador de poli-dT y FW1 (5-CTGGGCGGGTGCCG-3) o FW2 (5-AGTCAAGGGGCCTATCGRGC-3'). Los
productos de amplificacion se corren entonces en un gel de agarosa al 1,8 %, y los productos de PCR se extraen del
gel y se secuencian para verificar la amplificacién correcta.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Intervet Int. B.V.
<120> Diagnosticos del virus Torque Teno
<130> 2011.019
<160>9
<170> Patent In version 3.5

<210>1

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus porcino Torque Teno

<400> 1
csaatggcwg artytatrcc gc 22

<210>2

<211>17

<212> ADN

<213> Virus porcino Torque Teno

<400> 2
ctgggegggt geegvag 17

<210>3

<211> 26

<212> ADN

<213> Virus porcino Torque Teno

<400> 3
cgragycaag ggrcywaycg rgcdgg 26

<210> 4

<211> 28

<212> ADN

<213> Virus porcino Torque Teno

<400> 4
ygtctarcmg mctgggceggg tgccgvag 28

<210>5

<211> 26

<212> ADN

<213> Virus porcino Torque Teno

<400> 5

cgragycaag ggrcywaycg rgcdgg 26
<210>6

<211>25

<212> ADN
<213> Virus porcino Torque Teno

<400> 6
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taaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa
<210>7

<211> 25

<212> ADN

<213> Virus porcino Torque Teno

<400>7
gaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa

<210> 8

<211> 25

<212> ADN

<213> Virus porcino Torque Teno

<400> 8
Caaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa

<210>9

<211> 323

<212> ADN

<213> Virus porcino Torque Teno

<400>9
agttacacat aaccaccaaa
tggttgggoe agaagtecte
ttagagtata taagtaagtyg
cgaacagagc tgagtgtcta
aggggcctat cgggcaggcy

gatggctgac ggtagegtac

ccacaggtaa actotgeaaa
attagaatac taaaaggacce
cgcagacgaa tggctgagtt
accgceotggg cgggtgccgg

gtaatccagc ggaaccgggc

tgc
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aaagaggaaa taaatcteat
aatcagaaac¢ acttcoctett
tatgeccgctg gtggtagaca
agctcctgag agcggagtca

cccececoctca atggaagaaa
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la deteccion de la presencia de VTTp de replicacidon en una muestra, caracterizado por que dicho
método comprende las etapas de

a) realizar una reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) de dicha muestra
usando un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucledtido FRNA-a que tiene una secuencia como se representa en SEQ
ID NO.: 4 0 un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucleétido FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 5 y al menos un cebador
inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos del extremo 5' de un oligonucle6tido
RRNA-1 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6, un oligonucle6tido RRNA-2 que tiene
una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 7 o un oligonucleétido RRNA-3 que tiene una secuencia
como se representa en SEQ ID NO.: 8,y

b) examinar el resultado de la amplificacién por RT-PCR de la etapa (a).

2. Un método para la deteccion de la presencia de VTTp de replicacion segun la reivindicacion 1, caracterizado por
que dicho cebador directo se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-
a que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 4.

3. Un método para la deteccion de la presencia de VTTp de replicacién segun la reivindicacién 2, caracterizado por
gue dicho método comprende ademas la etapa de examinar el resultado de la aplicaciéon por PCR de la etapa (a)
usando una sonda que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido que tiene
una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 5.

4. Un método para la deteccion de la presencia de VTTp de replicaciéon en una muestra, caracterizado por que
dicho método comprende las etapas simultaneas de

a) realizar una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de dicha muestra usando un conjunto de cebadores
gue comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucledtido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador
inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucle6tido RDNA-VTT-r2
gue tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 3y

b) realizar una reacciéon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) de dicha muestra
usando un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-a que tiene una secuencia como se representa en SEQ
ID NO.: 4 y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de
un oligonucledtido RRNA-1 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6, un oligonucleétido
RRNA-2 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 7 o un oligonucleétido RRNA-3 que
tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 8,y

¢) examinar el resultado de la amplificacién por (RT)-PCR de las etapas a) y b).

5. Un método para la deteccién de la presencia de VTTp de replicacién en una muestra, caracterizado por que
dicho método comprende las etapas simultaneas de

a) realizar una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de dicha muestra usando un conjunto de cebadores
qgue comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un
oligonucledtido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador
inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucle6tido RDNA-VTT-rl1
gue tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 2y

b) realizar una reacciéon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) de dicha muestra
usando un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14
nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-b que tiene una secuencia como se representa en SEQ
ID NO.: 5 y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de
un oligonucledtido RRNA-1 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6, un oligonucleétido
RRNA-2 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 7 o un oligonucleétido RRNA-3 que
tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 8,y

¢) examinar el resultado de la amplificacién por (RT)-PCR de las etapas a) y b).

6. Un método segln cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado por que la etapa de realizar la reaccion
de PCR y/o de RT-PCR de dicho método comprende ademas al menos un conjunto adicional de cebadores no
relacionado con VTT y al menos un molde adicional no relacionado con VTT.

7. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado por que dicho método comprende una
etapa de purificacion de ARN y/o ADN antes de la etapa a).
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8. Un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos
consecutivos de un oligonucledtido FRNA-a que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 4 o un
cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-b que
tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 5y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de
al menos 14 nucledtidos consecutivos del extremo 5' de un oligonucleétido RRNA-1 que tiene una secuencia como
se representa en SEQ ID NO.: 6, un oligonucleétido RRNA-2 que tiene una secuencia como se representa en SEQ
ID NO.: 7 o un oligonucleétido RRNA-3 que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 8.

9. Un kit de prueba de diagndstico para la deteccién de la presencia de VTTp de replicacion, caracterizado por que
dicho kit comprende al menos un conjunto de cebadores segun la reivindicacion 8.

10. Un kit de prueba de diagnéstico para la deteccién simultanea de la presencia de ADNmc de VTTp y replicacion
del virus VTTp en una muestra, caracterizado por que dicho kit comprende un conjunto de cebadores que
comprende un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nuclebtidos consecutivos de un
oligonucledtido FDNA-VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador inverso que
se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido RDNA-VTT-r2 que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 3 y un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo
que se une a un tramo de al menos 14 nucledtidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-a que tiene una
secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 4 y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de al menos
14 nucledtidos consecutivos de un oligonucleétido RRNA que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID
NO.: 6, en SEQ ID NO.: 7 0 en SEQ ID NO.: 8.

11. Un kit de prueba de diagndstico para la deteccién simultanea de la presencia de ADNmc de VTT y replicacién del
virus VTTp en una muestra, caracterizado por que dicho kit comprende un conjunto de cebadores que comprende
un cebador directo que se une a un tramo de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucledtido FDNA-
VTT que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 1 y un cebador inverso que se une a un tramo de
al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucledtido RDNA-VTT-rl que tiene una secuencia como se
representa en SEQ ID NO.: 2 y un conjunto de cebadores que comprende un cebador directo que se une a un tramo
de al menos 14 nucleétidos consecutivos de un oligonucleétido FRNA-b que tiene una secuencia como se
representa en SEQ ID NO.: 5y al menos un cebador inverso que se une a un tramo de al menos 14 nucle6tidos
consecutivos de un oligonucle6tido RRNA que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO.: 6, en SEQ
ID NO.: 70en SEQ ID NO.: 8.

12. Kit de prueba de diagnéstico segun cualquiera de las reivindicaciones 9-11, caracterizado por que dicho kit de

prueba comprende al menos un conjunto adicional de cebadores no relacionado con VTT y al menos un molde
adicional no relacionado con VTT.
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Amplificacion
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Punto de fusion

Temperatura, Celsius

Figura 2
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ANEXO 1
Plésmide TTV008:

El plasmido TTVO8 comprende un fragmento 323 pb, generado por amplificacion de ADN aislado de
suero porcing Hyclone (FSD29672) usando los cebadores VTT2-106F

(AGTTACACATAACCACCAAACC) y VTT2-425R
(GCAGTACGCTACCGTCAGCCATC), se clond en el vector pSC-A-amp/kan siguiendo el manual

de instrucciones del kit de clonacién de PCR StrataClone (Stratagene).

Secuencia del inserto TTVODE;
AGTTACACATAACCACCAAACCACAGGTAAACTCTGCAAAAAAGAGGAAATAAATCTCATTG

GTTGOGCCAGAAGTCCTCATTAGAATACT AAAAGGACCAATCAGAAACACTTCCTCTITTAGA
GTATATAAGTAAGTGCGCAGACGAATOGUTGAGTTTATGCCGETGGTGOTAGACACGAACAG
AGCTGAGTGTCTAACCGCCTGOGOGUGHOTHUCOLOAGCTCCTOAGAGUGOAGTCAAGLGGOCT A
TCGGGUAGGCGGTAATCCAGUGOGAACCGGGUCCCCCCCTCAATOGGAAGAANGATGGCTGACG

GTAGCGTACTGO

Fragmento de VTT2
de 323 pb

Figura 3.
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