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DESCRIPCION

Vacuna de subunidades de circovirus porcino tipo 2

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a una vacuna de subunidades de circovirus porcino tipo 2 (PCV2), en particular a una
vacuna de subunidades de PCV2 que comprende un péptido de PCV2 de marco de lectura abierto (ORF2) que
puede expresarse abundantemente como un antigeno y adicionalmente un vehiculo o adyuvante adecuados.

2. DESCRIPCION DE LA TECNICA ANTERIOR

Es sabido que el circovirus porcino tipo 2 (PCV2) esta relacionado con el sindrome multisistémico de desmedro
posdestete (PMWS) y el sindrome de dermatitis y nefropatia porcina (PDNS, por sus siglas en inglés). EI PMWS
se descubrié por primera vez en cerdos en Canada en 1991 y posteriormente se ha dado informado del mismo
en todo el mundo. El sindrome ha causado enormes pérdidas en la industria productora de cerdos a escala
mundial. Entre los sintomas principales del PMWS se incluyen pérdida de peso progresiva, taquipnea, disnea,
ictericia, etcétera. Entre los cambios visiblemente patolégicos en los tejidos se incluyen infiltrado linfocitario y
granulomatoso, linfadenopatia, hepatitis linfocitaria y granulomatosa y nefritis.

El circovirus porcino (PCV) fue reconocido por primera vez en una linea celular de rifién de cerdo (PK-15, ATCC
CCL33) en 1982. Aunque el circovirus porcino puede contaminar continuamente células PK-15, el virus no
causa un efecto citopatico (CPE) en las células PK-15 contaminadas. Aunque el circovirus porcino puede
infectar a cerdos, no causa lesiones en los cerdos infectados. El virus se denomina circovirus porcino tipo 1
(PCV1). EI PCV1 es un virus ADN monocatenario icosaédrico con un genoma circular de 1.759 ppbb. El PCV
derivado de PK-15 se clasificé en la familia Circoviridae en 1995.

El PCV1 derivado de PK-15 se considera apatdégeno. En cambio, la mutacion del virus aislada de cerdos con
PMWS en 1997 es patdgena y se denomina circovirus porcino tipo 2 (PCV2). El sindrome multisistémico de
desmedro posdestete (PMWS) es una enfermedad porcina muy contagiosa. Infecta principalmente a cerdas
prefiadas y sus lechones y afecta gravemente a la salud de los cerdos.

El PCV2 es un ADN-virus monocatenario circular con un diametro de 17 nm y su genoma tiene un tamafio de
1,76 kb. El analisis genémico con software muestra un total de 11 marcos de lectura abiertos (ORF) transcritos
en el sentido de las agujas del reloj y en sentido opuesto a las agujas del reloj. Entre los 11 ORF, el ORF1 y el
ORF2 son probablemente los genes mas importantes. El gen de ORF1 codifica proteinas Rep y Rep’, que estan
relacionadas con la replicacion virica. Se sabe que el gen de ORF2 codifica la proteina de capside de estructura
inmunogena de PCV2, que se utiliza para inducir una respuesta inmunitaria en organismos.

La vacuna de PCV2 inactivado es la vacuna de PCV comercialmente disponible mas comun. Sin embargo, el
desarrollo de una vacuna inactivada requiere que las lineas celulares estén libres de contaminantes y la
posibilidad de una inactivacion incompleta del virus mediante agentes quimicos es la desventaja mas
importante de la vacuna inactivada. Otra desventaja es que las estructuras antigénicas del virus pueden verse
alteradas por un tratamiento quimico, lo que lleva a que no sea posible inducir una respuesta inmunitaria
suficiente para eliminar el virus y que no sea posible proteger a los cerdos contra una infeccidon por la
enfermedad. Por tanto, el desarrollo de una vacuna inactivada puede ser dificil y costoso y la seguridad de la
vacuna puede ser preocupante.

A diferencia de la vacuna inactivada, en la que todo el virus es el antigeno de la vacuna, la vacuna de
subunidades utiliza parte de las proteinas del patégeno como proteinas antigénicas y la proteina antigénica se
inocula a animales o humanos para inducir la inmunidad. La vacuna de subunidades puede prepararse
clonando genes que codifican proteinas antigénicas de patdgenos y produciendo a continuacion grandes
cantidades de las proteinas antigénicas por ingenieria genética. La seguridad es la ventaja mas importante de
la vacuna de subunidades, ya que ésta utiliza parte de un patdégeno en lugar de un patégeno completo para la
vacunacion de cerdos, sin el problema de una inactivacién incompleta. La vacuna de subunidades de PCV2
convencional utiliza la proteina de ORF2 de PCV2 como proteina antigénica; sin embargo, el nivel de expresion
de la proteina de ORF2 de PCV2 de longitud completa en sistemas de expresion procariéticos es bastante bajo
y no cumple los requisitos de la produccion de vacunas. Por tanto, el desarrollo de fragmentos antigénicos de
ORF2 de PCV2 que puedan expresarse altamente en sistemas de expresion bioldgicos es util para la aplicacion
comercial de la vacuna de subunidades de PCV2.
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El documento WO 99/29871 A1 y las publicaciones SHANG S. B. y col.: "Fine mapping of antigenic epitopes
on capsid proteins of porcine circovirus, and antigenic phenotype of porcine circovirus Type 2", MOLECULAR
IMMUNOLOGY, PERGAMON, GB, vol. 46, n° 3, 1 de enero de 2009, paginas 327-334, ZHONG-ZI LOU y col.:
"Prokaryotic expression and potential application of the truncated PCV-2 capsid protein”, VIROLOGICA SINICA,
vol. 25, n° 2, 1 de abril de 2010 (201 0-04-01), paginas 88-97 y GUO, LONGJUN y col.: "ldentification of Antigenj
Epitope Located at the N Terminal Nuclear Localization Signal Region in Capsid Protein of Porcine Circovirus
Type 2 (PCV2)", SCIENTIA AGRICULTURA SINICA, vol. 43, n° 7, julio de 2010, paginas 1480-1486, se refieren
al circovirus porcino.

SUMARIO DE LA INVENCION

La descripcion proporciona secuencias de ADN que codifican fragmentos de proteina de ORF2 de PCV2 y los
fragmentos de proteina de ORF2 de PCV2 pueden expresarse altamente en sistemas de expresion bioldgicos.

La descripcién proporciona también una vacuna de subunidades de PCV2 en la que se utilizan fragmentos de
proteina de ORF2 de PCV2, que pueden expresarse altamente en sistemas de expresion biolégicos, como
proteinas antigénicas a inocular a animales para inducir una inmunidad suficiente contra la infeccion por PCV2
en los animales.

La descripcion proporciona ademas una vacuna de subunidades desarrollada por ingenieria genética para
producir una vacuna de subunidades de PCV2 de bajo coste, alta pureza y alta seguridad, con procesos de
produccién sencillos.

Debido al hecho de que el nivel de expresion de la proteina de ORF2 de PCV2 de longitud completa en sistemas
de expresion bioldgicos es bastante bajo, se utilizé ingenieria genética para lograr los objetivos arriba indicados.
Se cortaron en fragmentos de diferentes tamafios secuencias de ADN (tales comola SEQ ID n°: 1) que codifican
proteinas de ORF2 de PCV2 de longitud completa y los fragmentos de ADN se insertaron en vectores de
expresion y a continuacion se expresaron en huéspedes. Se evaluaron los niveles de las proteinas expresadas
para determinar qué fragmentos de ADN pueden producir altos niveles de proteinas en sistemas de expresion
de proteinas.

Los resultados de los analisis de secuencia de las proteinas y los ensayos de expresion de proteinas
demuestran que hay aproximadamente 30 argininas en una proteina de ORF2 de PCV2 de longitud completa,
donde al menos dos tercios de las argininas estan situadas en el extremo N de la proteina de ORF2 de PCV2,
y que cuantas mas argininas se supriman en el extremo N, tanto mayor es el nivel del fragmento de proteina
de ORF2 expresado. Ademas, una vez suprimidos los primeros 234 nucleétidos en el extremo 5 de una
secuencia de ADN de longitud completa de ORF2 de PCV2, el fragmento de proteina codificado por el
fragmento de ADN remanente (es decir desde el nucleotido 235 en el extremo 5’ a un codén de parada) puede
expresarse ampliamente.

Por tanto, la vacuna de subunidades de PCV2 proporcionada en la descripcion comprende un péptido
antigénico de PCV2 con un vehiculo o adyuvante adecuado. El péptido antigénico puede expresarse
ampliamente en sistemas de expresion y es un péptido no rico en arginina de un ORF2 de PCV2. Los indices
de arginina del péptido no rico en arginina del ORF2 de PCV2 son iguales a no mas de la mitad (1/2) de los
indices de arginina de un dominio rico en arginina en el extremo N del ORF2 de PCV2 de longitud completa.
Cuando el indice de arginina de un dominio rico en arginina en el extremo N de un ORF2 de PCV2 de longitud
completa es 20, el indice de arginina del péptido no rico en arginina del ORF2 de PCV2 es un nimero entero
entre 0 y 10. Alternativamente, cuando el indice de arginina de un dominio rico en arginina en el extremo N de
un ORF2 de PCV2 de longitud completa es 21, el indice de arginina del péptido no rico en arginina del ORF2
de PCV2 es un numero entero entre 0 y 10. Alternativamente, cuando el indice de arginina de un dominio rico
en arginina en el extremo N de un ORF2 de PCV2 de longitud completa es 22, el indice de arginina del péptido
no rico en arginina del ORF2 de PCV2 es un numero entero entre 0 y 11. En la descripcion, el dominio rico en
arginina tiene residuos 1-78 en el extremo N de un ORF2 de PCV2 de longitud completa (que esta codificado
por los nucledtidos 1-234 en el extremo 5’ de una secuencia de ADN de cadena completa del ORF2 de PCV2).
En la descripcion, el péptido no rico en arginina tiene la secuencia peptidica desde el residuo 79 hasta el ultimo
residuo de aminoacido en el extremo C de un ORF2 de PCV2 de longitud completa (que esta codificado por la
secuencia de ADN desde el nucleétido 235 en el extremo 5’ hasta un codén de parada en el extremo 3’ de una
secuencia de ADN de longitud completa del ORF2 de PCV2).

El ORF2 de PCV2 descrito aqui tiene una secuencia peptidica de longitud completa de una de las siguientes:
SEQ ID n°: 2, SEQ ID n°: 16, SEQ ID n®: 20, SEQ ID n% 51y SEQ ID n°: 53.

Ademas, la descripciéon proporciona una proteina de fusion de ORF2 de PCV2 como péptido antigénico
empleando las funciones del dominio de unién a receptor | y el dominio diana transmembrana Il de la exotoxina



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2661026 T3

A de Pseudomonas aeruginosa (es decir proteina PE) y una sefial de retencién de reticulo endoplasmico (RE)
(es decir el “péptido sefial KDEL”).

La proteina PE de Pseudomonas aeruginosa puede utilizarse como guia de una proteina diana con respecto a
su ubicacion objetivo mediante el procedimiento siguiente. En primer lugar, el dominio de unién al receptor de
la exotoxina A de Peudomonas aeruginosa es responsable de la unién a los receptores de membrana de las
células diana (células CD8 + T) y a continuacion los complejos ligando-receptor entran en los endosomas de
las células diana por endocitosis. Tras una escisidn enzimatica con una proteasa en los endosomas, se
suministran a los aparatos de Golgi y al reticulo endoplasmico (RE) fragmentos de proteina truncados (que
contienen el dominio de guia transmembrana y la proteina diana enlazada), que posteriormente son sometidos
a translocacion al citoplasma de las células diana por el dominio de guiado transmembrana.

Ademas, cuando se enlaza un péptido sefial KDEL en el extremo C de una proteina diana, ésta sera
transportada al RE por el péptido sefial KDEL y a continuacion interactuara en el RE.

Por tanto, la descripcién proporciona una proteina de fusion de ORF2 de PCV2 como péptido antigénico
utilizando las funciones de la proteina PE y del péptido sefial KDEL. La proteina PE y el péptido sefial KDEL
se fusionan con un fragmento de proteina de ORF2 de PCV2 y los extremos N y C, respectivamente, para
producir la proteina de fusion (PE-fragmento ORF2-KDEL) a inocular a animales con el fin de inducir una
inmunidad suficiente contra la infeccion por PCV2 en los animales.

En algunas realizaciones, los péptidos antigénicos utilizados aqui incluyen fragmentos de ORF2 de PCV2. Los
fragmentos de ORF2 tienen una secuencia peptidica segun una de las SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 55 y SEQ ID NO: 57 y se obtuvieron por
ingenieria genética. Las secuencias de ADN (SEQ ID NO: 5, 7, 9, 11, 17, 21, 54, 56) que codificaban los
fragmentos de ORF2 de PCV2 se clonaron en vectores de expresion para obtener plasmidos que contenian un
fragmento de ADN que codificaba un péptido antigénico. A continuacién se transformaron los plasmidos en
células huésped para expresar los péptidos antigénicos.

Las proteinas de fusion (PE-fragmento ORF2-KDEL) aqui descritas se obtuvieron por ingenieria genética. Las
secuencias de ADN (SEQ ID NO: 5,7, 9, 11, 17, 21, 54, 56) que codificaban los fragmentos de ORF2 de PCV2,
la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 34) que codificaba la proteina PE y la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 30)
que codificaba el péptido de sefial KDEL se clonaron en vectores de expresion para obtener plasmidos que
contenian un fragmento de ADN que codificaba una proteina de fusion. A continuacion se transformaron los
plasmidos en células huésped para expresar las proteinas de fusion.

Entre los vectores de expresion se incluyen, de forma no exclusiva, vectores pET y vectores pGEX. En una
realizacion, el vector de expresion es pET24a. Entre los sistemas de expresion (células huésped) se incluyen,
de forma no exclusiva, sistemas de expresion procaridticos (como Escherichia coli), sistemas de expresion
eucaridticos (como células animales (por ejemplo células CHO) y células vegetales). En una realizacion, el
sistema de expresion es E. coli.

Entre los adyuvantes se incluyen, de forma no exclusiva, adyuvantes acuosos (como hidréxido de aluminio),
alumbre de potasio, adyuvante incompleto de Freund, adyuvantes de tipo oleoso, adyuvantes solubles en agua
o adyuvantes de emulsién agua en aceite en agua (W/O/W). En una realizacion, el adyuvante es un adyuvante
de tipo oleoso.

La composiciéon inmundgena descrita aqui comprende ademas péptidos de otros ORF de PCV2. Entre los otros
ORF de PCV2 se incluyen, de forma no exclusiva, ORF1 y ORF3. Ademas, la composiciéon inmundgena aqui
descrita comprende también un antigeno de patdgeno. El antigeno de patdgeno se selecciona del grupo
consistente en antigeno de virus de la gripe porcina (SIV), antigeno de virus de sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (PRRSV), antigeno de micoplasma, antigeno de parvovirus porcino (PPV), antigeno de
erisipela y antigeno de virus de seudorrabia (enfermedad de Aujeszky).

Ademas, la composicién inmundgena aqui descrita comprende también uno o mas de uno de los siguientes:
vehiculos, disolventes, emulsionantes, agentes de suspension, agentes de descomposicion, agentes de union,
excipientes, estabilizantes, quelantes, diluyentes, gelificantes, conservantes, lubricantes, tensioactivos,
adyuvantes y portadores bioldgicos.

El significado de los términos técnicos y cientificos aqui descritos puede ser entendido claramente por una
persona con conocimientos ordinarios de la técnica.

La presente invencion se describe mas detalladamente en los siguientes ejemplos ilustrativos. Aunque los
ejemplos solo pueden representar realizaciones seleccionadas de la invencion, deberia entenderse que los
siguientes ejemplos son ilustrativos y no limitativos.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
FIG. 1: proporciona un analisis filogenético de secuencias de genoma de PCV2.

FIG. 2: diagrama esquematico de los fragmentos de ORF2 de PCV2 donde pF1, pF2, pF3, pF4, pR1, pR2
y pR3 son cebadores para la PCR.

FIG. 3: muestra los resultados del analisis SDS-PAGE de proteinas recombinantes de diferentes
fragmentos 2a-ORF2 de PCV2 expresados en E. coli. Se recogieron proteinas completas de E.
coli 6 horas después de una induccién con IPTG, que a continuacién se resolvieron mediante SDS-
PAGE al 15%, en la que las pistas 1-9 mostraban escaleras de peso molecular, vector pET24a
vacio (como control negativo), fragmento 2a-F1 de ORF2 de PCV2 (12,7 kDa), fragmento 2a-F2
de ORF2 de PCV2 (11,6 kDa), fragmento 2a-F3 de ORF2 de PCV2 (12,1 kDa), fragmento 2a-F4
de ORF2 de PCV2 (16,5 kDa), fragmento 2a-F5 de ORF2 de PCV2 (21,4 kDa), fragmento 2a-F6
de ORF2 de PCV2 (20,8 kDa) y 2a-ORF2 de PCV2 de longitud completa (27,5 kDa),
respectivamente.

FIG. 4: resultados de una transferencia western de proteinas recombinantes de diferentes fragmentos 2a-
ORF2 de PCV2. Las pistas 1-9 muestran escaleras de peso molecular, vector pET24a vacio (como
control negativo), fragmento 2a-F1 de ORF2 de PCV2 (12,7 kDa), fragmento 2a-F2 de ORF2 de
PCV2 (11,6 kDa), fragmento 2a-F3 de ORF2 de PCV2 (12,1 kDa), fragmento 2a-F4 de ORF2 de
PCV2 (16,5 kDa), fragmento 2a-F5 de ORF2 de PCV2 (21,4 kDa), fragmento 2a-F6 de ORF2 de
PCV2 (20,8 kDa) y 2a-ORF2 de PCV2 de longitud completa (27,5 kDa), respectivamente.

FIG. 5: resultados de un ELISA de PCV2 de muestras de suero recogidas en diferentes momentos de
ratas vacunadas con proteinas recombinantes de diferentes fragmentos 2a-ORF2 de PCV2,
respectivamente. *, p<0,05. (PI: posterior a la inmunizacién; PR: posterior al refuerzo).

FIG. 6: resultados de un ELISA de PCV2 de muestras de suero recogidas en diferentes momentos de
ratones vacunados con proteinas recombinantes del fragmento 2a-F2 y proteinas recombinantes
del fragmento PE-2a-F2-KDEL, respectivamente. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; #, p<0,05; ##,
p<0,01; ###, p<0,001. (PI: posterior a la inmunizacion; PR: posterior al refuerzo).

FIG. 7: resultados de un ELISA de PCV2 de muestras de suero recogidas en diferentes momentos de
ratones vacunados con proteinas recombinantes del fragmento PE-2a-F2-KDEL vy la vacuna de
virus entero PCV2, respectivamente. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; #, p<0,05; ##, p<0,01; #H#H#,
p<0,001. (PI: posterior a la inmunizacién; PR: posterior al refuerzo).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA REALIZACION PREFERENTE
Ejemplo 1 Construccion y determinacion de péptidos antigénicos de vacuna de subunidades de PCV2

Debido al hecho de que el nivel de expresion de la proteina de ORF2 de PCV2 de longitud completa en sistemas
de expresion bioldgicos es bastante bajo, se cortaron secuencias de ADN que codifican proteinas de ORF2 de
PCV2 de longitud completa en fragmentos de diferentes tamafios y los fragmentos de ADN se insertaron en
vectores de expresion y a continuacion se expresaron en huéspedes. Se evaluaron los niveles de las proteinas
expresadas para determinar qué fragmentos de ADN pueden producir altos niveles de proteinas en sistemas
de expresién de proteinas.

En los ejemplos siguientes se utiliza para el analisis y la ilustracion un sistema de expresion procariético
frecuentemente utilizado (Escherichia coli).

1. Amplificacion de fragmentos génicos de ORF2 de PCV2 de diferentes tamarios

El gen de ORF2 de PCV2 utilizado en este ejemplo tiene la secuencia SEQ ID NO: 1. Para el analisis
filogenético de la SEQ ID NO: 1 se utilizan como secuencias estandar secuencias génicas de ORF2 de PCV2
proporcionadas por Wang y col. (Wang y col., Virus Research 2009, Genetic variation analysis of Chinese
strains of porcine circovirus type 2). Los resultados muestran que la secuencia de ORF2 de PCV2 (SEQ ID NO:
1) pertenece al subgrupo 2a de PCV2 (como se muestra en la FIG. 1). Los cebadores (mostrados en la Tabla
1) se disefaron para amplificar diferentes tamafios de fragmentos del gen 2a ORF2 de PCV2 (2a-ORF2) por
reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

Como se muestra en la FIG. 2, el gen de 2a-ORF2 de longitud completa se amplificd con los cebadores
especificos pF1 (cebador directo) y pR1 (cebador inverso) por PCR. El gen de 2a-ORF2 de longitud completa
(2a-ORF2) tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 1y los diferentes tamafios de fragmentos del 2a-ORF2
de PCV2 se denominaron 2a-F1, 2a-F2, 2a-F3, 2a-F4, 2a-F5 y 2a-F6, respectivamente. El fragmento 2a-F1
tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 3, que son los nucleétidos 1-234 en el extremo 5’ de 2a-ORF2. El
fragmento 2a-F2 tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO:5, que son los nucleétidos 235-468 en el extremo
5’ de 2a-ORF2. El fragmento 2a-F3 tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 7, que son los nucleotidos 469-
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699 en el extremo 5’ de 2a-ORF2. El fragmento 2a-F4 tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 9, que son
los nucledtidos 349-699 en el extremo 5’ de 2a-ORF2. El fragmento 2a-F5 tiene la secuencia de ADN de SEQ
ID NO: 11, que son los nucledtidos 235-699 en el extremo 5’ de 2a-ORF2. El fragmento 2a-F6 tiene la secuencia
de ADN de SEQ ID NO: 13, que son los nucleétidos 1-468 en el extremo 5’ de 2a-ORF2. Todos los cebadores
directos tienen un sitio de restriccion Hind Il y todos los cebadores inversos tienen un sitio de restriccion Xho
l.

Tabla 1 Listado de secuencias de cebadores para la amplificacion de diferentes tamafios de fragmentos de
gen de ORF2 de PCV2

| Fragmento  Cebador Secuencia™
DF1 Cebador CCCAAGCTTGCATGACGTATCCAAGGAG SEQ ID NO: 23
ORE2 directo GCG
Cebador CCGCTCGAGGGGTTTAAGTGGGGGGTCT .
PR1 ( SEQ ID NO: 24
inverso TTA
Cebador CCCAAGCTTGCATGACGTATCCAAGGAG .
pF1 directo GCG SEQIDNO:23
F1 Cebador CCGCTCGAGGTCGTTAATATTAAATCTCAT
bR3 ( c SEQ ID NO: 28
inverso
oF2 gebador CCCAAGCTTGCTTTGTTCCCCCGGGAGG SEQ ID NO: 25
F2 irecto GGG
oR2 Cebador CCGCTCGAGGTAGGAGAAGGGTTGGGGG SEQ ID NO: 26
inverso ATT
OF3 c(j:i(::;ccj)or 88CAAGCTTGCCACTCCCGGTACTTTACC SEQ ID NO: 27
F3
oR1 Cebador CCGCTCGAGGGGTTTAAGTGGGGGGTCT SEQ ID NO: 24
inverso TTA
oF4 erador CCCAAGCTTGCGGAGTGGGCTCCACTGC SEQ ID NO: 29
Fa directo TGT
oR1 Cebador CCGCTCGAGGGGTTTAAGTGGGGGGTCT SEQ ID NO: 24
inverso TTA
OF2 erador CCCAAGCTTGCTTTGTTCCCCCGGGAGG SEQ ID NO: 25
F5 directo GGG
oR1 Cebador CCGCTCGAGGGGTTTAAGTGGGGGGTCT SEQ ID NO: 24
inverso TTA
DF1 c(j)lebador CCCAAGCTTGCATGACGTATCCAAGGAG SEQ ID NO: 23
Fo irecto GCG
DR2 Cebador CCGCTCGAGGTAGGAGAAGGGTTGGGGG SEQ ID NO: 26
inverso ATT
Nota: Las secuencias marcadas con “ ” por debajo son las secuencias del sitio de restriccion Hind IlI
(AAGCTT) y las secuencias marcadas con “-. ” son las secuencias del sitio de restriccién Xho | (CTCGAG).

Las condiciones para la reaccion PCR comprenden: 95°C durante 5 minutos, 25 ciclos de 95°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos, y 72°C durante 5 minutos para el
alargamiento. Los tamafios de los productos de PCR 2a-ORF2, 2a-F1, 2a-F2, 2a-F3, 2a-F4, 2a-F5 y 2a-F6 son
699 ppbb, 234 ppbb, 234 ppbb, 231 ppbb, 351 ppbb, 465 ppbb y 468 ppbb, respectivamente, y se confirmaron
mediante electroforesis en agarosa al 2%. Tras la confirmacion, los productos de PCR se purificaron con un kit
de purificacion PCR-M (Viogene).

2. Construccion de plasmidos de pET24a que contienen diferentes tamafios de fragmentos de ORF2 de PCV2

Un (1) pg de los productos de PCR purificados y 1 pg de vector de expresion pET24a (Novagen) se digirieron
con dos enzimas de restriccion (New England Biolabs), 1 pl de Hind lll y 1 ul de Xho |, respectivamente, durante
8 horas a 37°C. Después de la reaccion de escision por la enzima de restriccion, los productos de PCR digeridos
y el vector de expresion pET24a se purificaron con PCR-M Clean up System (Viogene) respectivamente. Los
productos de PCR purificados se ligaron con el vector de expresion pET24a purificado para formar los
plasmidos pET24a-2a-F1, pET24a-2a-F2, pET24a-2a-F3, pET24a-2a-F4, pET24a-2a-F5, pET24a-2a-F6 y
pET24a-2a-ORF2 y a continuacion se transformaron los plasmidos en células huésped (E. coli). Se
seleccionaron los transformantes que contenian los productos de PCR y se confirmaron las secuencias de ADN
por secuenciacion de ADN. Se obtuvieron bacterias que contenian los plasmidos arriba indicados.

3. Expresion de proteina y confirmacion de diferentes tamafios de fragmentos de ORF2 de PCV2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2661026 T3

Se incubaron bacterias que contenian los plasmidos arriba indicados en 2 ml de medio LB a 37°C durante 16-
18 horas y a continuacién se inocularon en una relaciéon 1:50 en medio LB que contenia 25 pug/ml de kanamicina
para incubarlos posteriormente en un incubador a 37°C, 200 rpm, hasta que el O.D. 600 nm fue 0,6. Después,
se afadio B-D-tiogalactésido (IPTG) hasta una concentracion final de 1 mM y se incubaron las células huésped
E. coli en un incubador a 37°C, 200 rpm durante 6 horas mas. A continuacion se centrifugd 1 ml de las células
huésped E. coli a 10.000 xg y se traté el aglomerado con B-PERTM Bacterial Protein Extraction (comprado a
PIERCE) para comprobar si las proteinas recombinantes eran proteinas solubles o en cuerpos de inclusion
mediante los pasos siguientes. El aglomerado se anadié a 40 ul de reactivo, se mezclé con un agitador de
vortice durante 1 minuto y se centrifugd a 10.000 xg para separar proteinas solubles (parte superior) de cuerpos
de inclusion insolubles (parte inferior). Se disolvieron las proteinas solubles en 1x tampén de muestra SDS-
PAGE y se afadio el aglomerado a 2x tampon de muestra SDS-PAGE. Las muestras se colocaron en un blogue
térmico a 100°C durante 20 minutos y a continuacion se centrifugaron. Se analiz6 el sobrenadante por SDS-
PAGE al 15% para medir la expresion de las proteinas recombinantes.

Las proteinas recombinantes se produjeron induciendo un cultivo bacteriano con IPTG. La proteina
recombinante 2a-ORF2 tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. La proteina recombinante 2a-F1
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4. La proteina recombinante 2a-F2 tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6. La proteina recombinante 2a-F3 tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 8. La proteina recombinante 2a-F4 tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. La proteina
recombinante 2a-F5 tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12. La proteina recombinante 2a-F6
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14.

La expresion de las proteinas recombinantes se analizé por SDS-PAGE vy los resultados se muestran en la FIG.
3, en la que la pista 1 muestra escaleras de peso molecular, la pista 2 muestra el control de negativo (vector
pET24a vacio), la pista 3 muestra la proteina recombinante 2a-F1 (12,7 kDa), la pista 4 muestra la proteina
recombinante 2a-F2 (11,6 kDa), la pista 5 muestra la proteina recombinante 2a-F3 (12,1 kDa), la pista 6 muestra
la proteina recombinante 2a-F4 (16,5 kDa), la pista 7 muestra la proteina recombinante 2a-F5 (21,4 kDa), la
pista 8 muestra la proteina recombinante 2a-F6 (20,8 kDa) y la pista 9 muestra la proteina recombinante 2a-
ORF2 de longitud completa (27,5 kDa). Entre los 6 fragmentos de 2a-ORF2, los fragmentos 2a-F2, 2a-F3, 2a-
F4 y 2a-F5 se expresaron en grandes cantidades (FIG. 3, pistas 4-7). Los tamafios estimados de las proteinas
de fragmentos 2a-F2, 2a-F3, 2a-F4 y 2a-F5 coinciden con sus tamafios reales de 11,6 kDa, 12,1 kDa, 16,5 kDa
y 21,4 kDa, respectivamente.

A continuacién se utilizé una transferencia western para comprobar si las proteinas recombinantes expresadas
eran fragmentos de 2a-ORF2 de PCV2. Después de la electroforesis, la SDS-PAGE se transfirié sobre una
membrana de nailon PVDF. La membrana resultante se bloqued con tampén de bloqueo, TBST (Tris-HCI 10
mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, 0,1 % Tween 20) conteniendo un 5% de leche desnatada, durante 1 h, a temperatura
ambiente, para impedir una unién no especifica de proteinas. Después se identificaron las proteinas utilizando
anticuerpos monoclonales anti-6x his de ratéon conjugados con fosfatasa alcalina (FA) contra las proteinas de
fusién 6X his-tag durante 1 hora a temperatura ambiente, a lo que siguieron 6 lavados con TBST, 5 minutos en
cada caso. Después del lavado se anadid sustrato NBT/BCIP (Bio-Rad). Después de 10 minutos se detuvo la
reaccion afiadiendo agua.

Los resultados de la transferencia western se muestran en la FIG. 4, en la que la pista 1 muestra escaleras de
peso molecular, la pista 2 muestra el control negativo (vector pET24a vacio), la pista 3 muestra la proteina
recombinante 2a-F1 (12,7 kDa), la pista 4 muestra la proteina recombinante 2a-F2 (11,6 kDa), la pista 5 muestra
la proteina recombinante 2a-F3 (12,1 kDa), la pista 6 muestra la proteina recombinante 2a-F4 (16,5 kDa), la
pista 7 muestra la proteina recombinante 2a-F5 (21,4 kDa), la pista 8 muestra la proteina recombinante 2a-F6
(20,8 kDa) y la pista 9 muestra la proteina recombinante 2a-ORF2 de longitud completa (27,5 kDa). Los
resultados de la transferencia western coinciden con los resultados del analisis por SDS-PAGE (como se
muestra en la FIG. 3). La proteina recombinante 2a-ORF2 de longitud completa no puede expresarse (FIG. 4,
pista 9). Entre los 6 fragmentos de 2a-ORF2, los fragmentos 2a-F2, 2a-F3, 2a-F4 y 2a-F5 se expresaron en
grandes cantidades (FIG. 4, pistas 4-7). Los tamafios estimados de las proteinas de fragmentos 2a-F2, 2a-F3,
2a-F4 y 2a-F5 coinciden con sus tamafos reales de 11,6 kDa, 12,1 kDa, 16,5 kDa y 21,4 kDa, respectivamente.
Sin embargo, no hay expresion de la proteina recombinante 2a-F1 ni de la proteina recombinante 2a-F6 (FIG.
4, pistas 3 y 8). Dado que tanto la proteina recombinante 2a-F1 como la proteina recombinante 2a-F6 contienen
nucledtidos 1-234 en el extremo 5’ de la secuencia de ADN de longitud completa del 2a-ORF2 de PCV2 (véase
la FIG. 2), algunas secuencias en los nucledtidos 1-234 pueden afectar a la expresion de la proteina de ORF2
de PCV2. El analisis de las secuencias de aminoacidos del fragmento 2a-F1 (nucleétidos 1-234 en el extremo
5’ de 2a-ORF2 de PCV2, SEQ ID NO: 3) y el fragmento 2a-F2 + 2a-F3 (nucledtidos 235-699 (sin el codon de
parada) en el extremo 5’ de 2a-ORF2 de PCV2, SEQ ID NO: 11) muestra que los indices de arginina de la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 4) del fragmento 2a-F1 son dos veces o mas los indices de arginina
de la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 12) del fragmento 2a-F2 + 2a-F3 (como se muestra en la Tabla
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2). El anadlisis de adicién o delecion de arginina muestra que una delecion excesiva de arginina puede aumentar
la expresion de proteinas de ORF2 de PCV2.

Tabla 2 Analisis de indices de arginina de la secuencia de aminoacidos de 2a-ORF2 de PCV2

2a-F1 2a-F2 + 2a-F3
Codédn Aminoacido Cantidad Codédn Aminoacido Cantidad
AGA Arginina 5 AGA Arginina 3
AGG Arginina 3 AGG Arginina 3
CGA Arginina 1 CGC Arginina 1
CGC Arginina 10 CGG Arginina 1
CGT Arginina 2 CGT Arginina 1
Total 21 Total 9

Ejemplo 2 Analisis de inmunogenicidad de péptidos antigénicos de vacuna de subunidades de PCV2
1. Inmunizacién de ratas

Se preparé una vacuna de subunidades de PCV2 con las proteinas recombinantes 2a-F2, 2a-F3, 2a-F4 y 2a-
F5 preparadas en el Ejemplo 1, respectivamente, y adyuvante completo de Freund. Se vacunaron ratas con la
vacuna de subunidades de PCV2 para analizar la inmunogenicidad de los péptidos antigénicos de la vacuna
de subunidades de PCV2.

Se dividieron aleatoriamente ratas sanas de cinco a seis semanas de edad, libres de gérmenes patdgenos
especificos (SPF), en 5 grupos de 3 ratas cada uno. Un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
mostré que las 15 ratas eran negativas para anticuerpos anti-PCV2. A cada rata de los 4 grupos de vacunacion
(grupos 1 a 4) se le inyect6 via subcutanea 200 ug de proteina recombinante, el volumen total de cada inyeccion
de 300 pl con una relacion 1:1 (v/v) proteina:formulacion de adyuvante. A las ratas del grupo 5 se les inyecto
300 ul de PBS y éstas sirvieron de control negativo. Dos semanas después de la inmunizacién primaria (i.p.),
las ratas de los 4 grupos de vacunacion recibieron como refuerzo la misma dosis de las 4 proteinas
recombinantes diferentes respectivas. Se recogieron muestras de suero en las semanas 0, 2, 4 y 8 posteriores
a la inmunizacion primaria. Todas las muestras de suero se ensayaron mediante ELISA para medir el titulo de
anticuerpos anti-PCV2.

2. Deteccion de anticuerpos anti-PCV2 mediante ELISA

En este ejemplo se utilizaron como placas ELISA placas de noventa y seis pocillos que contenian antigeno de
patégeno PCV2 (300 ng/pocillo). Las placas ELISA se lavaron 3 veces con 50 mmol/l de PBS (pH 7,2) que
contenia 500 pl/l de Tween-20 (por ejemplo PBST) durante 3 a 5 minutos cada vez. Para bloquear las placas
ELISA, se afiadieron 200 pl de solucidon de bloqueo BSA al 0,15% a cada pocillo de las placas ELISA y a
continuacion se incubaron las placas ELISA durante 2 horas a 37°C. Después se lavaron las placas ELISA con
PBS. Las muestras de suero de rata se diluyeron cincuenta veces (1:50) con PBS y a continuacion se diluyeron
en una relacion de 1:2 en serie. Cada muestra tuvo 8 repeticiones. Las muestras de suero diluidas se afiadieron
a los pocillos de las placas ELISA (100 pl/pocillo) y las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C. Tras la
incubacion, las placas se lavaron con PBS. A continuacion se afiadié a los pocillos anticuerpo IgG anti-rata
conjugado con fosfatasa alcalina (FA). Después de incubar durante 1 hora a 37°C, las placas se lavaron con
PBS. Para visualizar los resultados se afiadidé a los pocillos para-nitrofenilfosfato (pNPP). Después de la
incubacion se detuvo la reaccion afnadiendo NaOH 1M. Se ley6 la densidad éptica de cada pocillo utilizando
densidad 6ptica a 405 nm. Cada muestra se analizé por duplicado y se calculd la media de los valores O.D. de
los duplicados.

Los resultados del ELISA se muestran en la FIG. 5. Todas las proteinas recombinantes de 2a-F2, 2a-F3, 2a-
F4 y 2a-F5 preparadas en el Ejemplo 1 son capaces de inducir anticuerpos séricos contra PCV2 en los animales
sometidos a ensayo. Entre las proteinas recombinantes, la proteina recombinante 2a-F2 (SEQ ID NO: 6) indujo
el mayor nivel de anticuerpo sérico contra PCV2. Para el analisis estadistico, se compararon todos los grupos
con el control negativo con PBS en distintos momentos de muestreo, existiendo importantes diferencias entre
el control negativo y cada grupo de vacunacion (p<0,05).

Ademas, se vacunaron cerdos con las proteinas recombinantes de 2a-F2, 2a-F3, 2a-F4 y 2a-F5,
respectivamente, y todas las proteinas recombinantes fueron capaces de inducir anticuerpos séricos contra
PCV2 en los cerdos. Ademas, los cerdos vacunados fueron sometidos a una prueba de provocacién con virus
PCV2 para evaluar la eficacia de las proteinas recombinantes. En primer lugar, se formularon las proteinas
recombinantes como una vacuna de subunidades que les fue inyectada. A continuacién se sometio a los cerdos
a una prueba de provocacion con virus PCV2. Los resultados muestran que los porcentajes de proteccion de
los grupos de inmunizacidon son mayores que los del control negativo (sin vacunacion). Los porcentajes de
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proteccion utilizados aqui incluyen una disminucion en la viremia y una mitigacion de los sintomas del PCV2.
Por tanto, los resultados demuestran que la vacuna de subunidades de PCV2 preparada con las proteinas
recombinantes puede inducir eficazmente inmunidad en animales y aumentar su tasa de supervivencia.

Ejemplo 3 Construccion y expresion de péptidos antigénicos de vacuna de subunidades de PCV2 2a

Los resultados del Ejemplo 2 demuestran que, entre las proteinas recombinantes, el péptido F2 de ORF2 de
PCV2 induce el mayor nivel de anticuerpo sérico contra PCV2. Con el fin de aumentar la inmunogenicidad de
la vacuna de subunidades de PCV2, se fusionaron el dominio de unién a receptor | y el dominio de guiado
transmembrana Il de la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa (es decir la proteina PE) y una sefal de
retencion del RE - un péptido sefial KDEL con el péptido 2a-F2 preparado en el Ejemplo 1 en los extremos Ny
C, respectivamente, para producir una proteina de fusion (PE-2a-F2-KDEL) con el fin de inducir una inmunidad
suficiente contra la infecciéon por PCV2 en animales.

La proteina recombinante (PE-2a-F2-KDEL) se preparé por ingenieria genética en este ejemplo. Las
secuencias de ADN que codificaban las proteinas de interés se clonaron en un vector de expresion para
construir el plasmido pET24a-PE-2a-F2-KDEL. Se indujo al plasmido a expresar la proteina recombinante PE-
2a-F2-KDEL. En primer lugar, la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 30) que codificaba el péptido sefial KDEL se
clonoé en un vector pET24a para formar el plasmido pET24a-KDEL. Después, la secuencia de ADN (SEQ ID
NO: 5) del fragmento 2a-F2 obtenido en el Ejemplo 1 se clon6 en el plasmido pET24a-KDEL para formar el

plasmido pET24a-2a-F2-KDEL. Finalmente, la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 34) que codificaba la proteina
PE se clonoé en el plasmido pET24a-2a-F2-KDEL para formar el plasmido pET24a-PE-2a-F2-KDEL.

1. Construccién de pET24a-KEDL
La secuencia de ADN que codifica el péptido sefial KDEL (SEQ ID NO: 31) se muestra como SEQ ID NO: 30.
La secuencia de ADN se amplificd por PCR. A continuacion se muestran las secuencias de los cebadores de

especificidad de KEDL.

Cebador directo (con un sitio de restriccion Hind 111):
5-CCCAAGCTTCTCAAAAAAGACGAACTGAGAGATGAACTGAAAGA-3 (SEQ ID NO: 32)

Hind 1l

Cebador inverso (con un sitio de restriccion Xho |):

5-GTGCTCGAGCAGTTCGTCTTTCAGTTCATCT-3' (SEQ ID NO: 33)

Xho |

Las condiciones para la reacciéon PCR comprenden: 94°C durante 3 minutos, 5 ciclos de 95°C durante 1 minuto,
55°C durante 1 minuto y 72°C durante 20 segundos, y 72°C durante 1 minuto para el alargamiento. El producto
de PCR y el vector pET24a se sometieron a una doble digestién con enzimas de restriccion con Hind 1l y Xho
I. Después se purificaron los productos de PCR y el vector pET24a digeridos, respectivamente, a lo que siguid
una ligadura para clonar el producto de PCR en pET24a para formar pET24a-KDEL. A continuacion se
transformo el constructo pET24a-KEDL en células huésped (E. coli) para llevar a cabo una replicacion en masa.
Los productos de PCR replicados se confirmaron posteriormente mediante secuenciacion.

2. Construcciéon de pET24a-2a-F2-KDEL

La secuencia de ADN 2a-F2 (SEQ ID NO: 5) obtenida en el Ejemplo 1 se amplificé por PCR. A continuacion se
muestran los cebadores PCR.

Cebador directo pF2-1 (con un sitio de restriccion Sac |):

5-CGAGCTCTTTGTTCCCCCGGGAGGGGGG-3' (SEQ ID NO: 38)

Sac |

Cebador inverso pR2-1 (con un sitio de restriccion Hind 111):
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5-CCCAAGCTTGTAGGAGAAGGGTTGGGGGATT-3' (SEQ ID NO: 39)

Hind 1l

Las condiciones para la reaccion PCR comprenden: 95°C durante 5 minutos, 25 ciclos de 95°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos, y 72°C durante 5 minutos para el
alargamiento. El producto de PCR y el plasmido pET24a-KDEL se sometieron a una doble digestion por
enzimas de restriccion con Sac | y Hind |ll. Después se purificaron los productos de PCR y el plasmido pET24a-
KDEL digeridos, respectivamente, a lo que siguié una ligadura para clonar el producto de PCR en pET24a-
KDEL para formar pET24a-2a-F2-KDEL. A continuacion se transformé el constructo en células huésped (E.
coli) para llevar a cabo una replicacion en masa. Los productos de PCR replicados se confirmaron
posteriormente mediante secuenciacion.

3. Construccion de pET24a-PE-2a-F2-KDEL
La secuencia de ADN que codifica la proteina PE (SEQ ID NO: 35) se muestra como SEQ ID NO: 34. La
secuencia de ADN se amplificd por PCR. A continuacion se muestran las secuencias de cebadores de

especificidad de PE.

Cebador directo (con un sitio de restriccion BamH 1):
5'- CGGGATCCGAAGAAGCGTTCGAC -3 (SEQ ID NO: 36)

BamH |

Cebador inverso (con un sitio de restriccion EcoRl y un sitio de restriccion Sac 1)

5- CGGAATTCGAGCTCGCAGGTCAGGCTCACCAC-3' (SEQ ID NO: 37)

EcoR | Sac |

Las condiciones para la reaccién PCR comprenden: 94°C durante 5 minutos, 30 ciclos de 95°C durante 1
minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 1,5 minutos, y 72°C durante 7 minutos para el alargamiento. El
producto de PCR vy el plasmido pET24a-2a-F2-KDEL se sometieron a una doble digestion con enzimas de
restriccion con BamH |y Sac |. Después se purificaron los productos de PCR y el plasmido pET24a-2a-F2-
KDEL digeridos, respectivamente, a lo que siguidé una ligadura para clonar el producto de PCR en pET24a-2a-
F2-KDEL para formar pET24a-PE-2a-F2-KDEL. A continuacion se transformoé el constructo pET24a-PE-2a-F2-
KDEL en células huésped (E. coli) para llevar a cabo una replicacion en masa. Los productos de PCR replicados
se confirmaron posteriormente mediante secuenciacion. La proteina de fusion antigénica PE-2a-F2-KDEL tiene
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41 y la secuencia de ADN que codifica la proteina de fusion es
SEQ ID NO: 40.

4. Expresion de proteina PE-2a-F2-KDEL

Se incub6 en medio LB E. coli que contenia el plasmido pET24a-PE-2a-F2-KEDL. Mediante la adicién de IPTG,
se indujo al cultivo bacteriano a expresar la proteina de fusion antigénica PE-2a-F2-KEDL (SEQ ID NO: 41).
En el Ejemplo 1 se describen procedimientos para la expresion y la extraccion de la proteina.

Ejemplo 4 Analisis de secuencias de ORF2 de PCV2 de subgrupos diferentes

Ademas del subgrupo 2a, existen otros subgrupos del virus PCV2. A continuacién se muestran,
respectivamente, los analisis de los indices de arginina de las secuencias de aminoacidos codificadas por los
nucledtidos 1-234 en el extremo 5 de ORF2 de PCV2 y las secuencias de aminoacidos codificadas por las
secuencias de ADN desde el nucledtido 235 hasta el ultimo nucleétido de ORF2 de PCV2 de los subgrupos de
PCV2 2b, 2¢, 2d y 2e.

Para el andlisis filogenético de las SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 19 se utilizan como secuencias estandar
secuencias génicas de ORF2 de PCV2 proporcionadas por Wang y col. (Wang y col., Virus Research 2009,
Genetic variation analysis of Chinese strains of porcine circovirus type 2). Los resultados demuestran que las
secuencias SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 19 de ORF2 de PCV2 pertenecen al subgrupo 2b de PCV2 y al
subgrupo 2d de PCV2, respectivamente (como se muestra en la FIG. 1). Ademas, las secuencias SEQ ID NO:
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50 y SEQ ID NO: 52 de ORF2 de PCV2 sirven de cepa estandar del subgrupo 2c de PCV2 y el subgrupo 2e
de PCV2, respectivamente.

Los resultados de los analisis de secuencias del subgrupo 2b de PCV2 se muestran en la Tabla 3. El fragmento
de ORF2 del subgrupo 2b de PCV2 (2b-ORF2) tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 15 y la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16. Hay 21 residuos de arginina en las secuencias de aminoacidos
codificadas por los nucleotidos 1-234 en el extremo 5’ de 2b-ORF2, mientras que hay 10 residuos de arginina
en las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO: 18) codificadas por los nucleétidos 235-699 (sin el codon de
terminacion, SEQ ID NO: 17) de 2b-ORF2. Los resultados de los andlisis de las secuencias del subgrupo 2b
de PCV2 concuerdan con los del subgrupo 2a de PCV2. Los indices de arginina en el extremo N de ambas
proteinas de ORF2 son dos veces o mas los indices de arginina de la parte restante de las proteinas de ORF2
(como se muestra en las Tablas 2 y 3).

Tabla 3 Analisis de indices de arginina de la secuencia de aminoacidos de 2b-ORF2 de PCV2

Subgrupo PCV2-2b - nucledtidos 1-234 Subgrupo PCV2-2b - nucleétidos 235-699
Codédn Aminoacido Cantidad Codédn Aminoacido Cantidad
AGA Arginina 5 AGA Arginina 5
AGG Arginina 3 AGG Arginina 1
CGA Arginina 1 CGA Arginina 0
CGC Arginina 9 CGC Arginina 3
CGG Arginina 1 CGG Arginina 0
CGT Arginina 2 CGT Arginina 1
Total 21 Total 10

Los resultados de los analisis de secuencias del subgrupo 2c de PCV2 se muestran en la Tabla 4. El fragmento
de ORF2 del subgrupo 2c de PCV2 (2c-ORF2) tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 50 y la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51. Hay 20 residuos de arginina en las secuencias de aminoacidos
codificadas por los nucleétidos 1-234 en el extremo 5’ de 2c-ORF2, mientras que hay 10 residuos de arginina
en las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO: 55) codificadas por los nucleétidos 235-702 (SEQ ID NO: 54)
de 2c-ORF2. Los resultados de los analisis de las secuencias del subgrupo 2c de PCV2 concuerdan con los
del subgrupo 2a de PCV2 y el subgrupo 2b de PCV2. Los indices de arginina en el extremo N de las tres
proteinas de ORF2 son dos veces o mas los indices de arginina de la parte restante de las proteinas de ORF2
(como se muestra en las Tablas 2, 3 y 4).

Tabla 4 Analisis de indices de arginina de la secuencia de aminoacidos de 2c-ORF2 de PCV2

Subgrupo PCV2-2c¢ - nucledtidos 1-234 Subgrupo PCV2-2c¢ - nucleodtidos 235-702
Codédn Aminoacido Cantidad Codédn Aminoacido Cantidad
AGA Arginina 5 AGA Arginina 6
AGG Arginina 3 AGG Arginina 1
CGA Arginina 0 CGA Arginina 0
CGC Arginina 9 CGC Arginina 2
CGG Arginina 1 CGG Arginina 0
CGT Arginina 2 CGT Arginina 1
Total 20 Total 10

Los resultados de los andlisis de las secuencias del subgrupo 2d de PCV2 se muestran en la Tabla 5. El
fragmento de ORF2 del subgrupo 2d de PCV2 (2d-ORF2) tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 19
y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. Hay 21 residuos de arginina en las secuencias de
aminoacidos codificadas por los nucleétidos 1-234 en el extremo 5 de 2d-ORF2, mientras que hay 10 residuos
de arginina en las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO: 21) codificadas por los nucleétidos 235-702 (sin el
codén de parada, SEQ ID NO: 22) de 2d-ORF2. Los resultados de los analisis de secuencias del subgrupo 2d
de PCV2 concuerdan con los del subgrupo 2a de PCV2, el subgrupo 2b de PCV2 y el subgrupo 2c de PCV2.
Los indices de arginina en el extremo N de las cuatro proteinas de ORF2 son dos veces o mas los indices de
arginina de la parte restante de las proteinas de ORF2 (como se muestra en las Tablas 2, 3, 4 y 5).

Tabla 5 Analisis de indices de arginina de la secuencia de aminoacidos de 2d-ORF2 de PCV2

Subgrupo PCV2-2d - nucledtidos 1-234 Subgrupo PCV2-2d - nucledtidos 235-702
Codédn Aminoacido Cantidad Codédn Aminoacido Cantidad
AGA Arginina 5 AGA Arginina 4
AGG Arginina 3 AGG Arginina 3
CGA Arginina 1 CGA Arginina 0
CGC Arginina 10 CGC Arginina 1
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Subgrupo PCV2-2d - nucledtidos 1-234 Subgrupo PCV2-2d - nucledtidos 235-702
CGG Arginina 0 CGG Arginina 1
CGT Arginina 2 CGT Arginina 1
Total 21 Total 10

Los resultados de los andlisis de las secuencias del subgrupo 2e de PCV2 se muestran en la Tabla 6. El
fragmento de ORF2 del subgrupo 2e de PCV2 (2e-ORF2) tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 52
y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53. Hay 20 residuos de arginina en las secuencias de
aminoacidos codificadas por los nucleétidos 1-234 en el extremo 5’ de 2e-ORF2, mientras que hay 9 residuos
de arginina en las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO: 57) codificadas por los nucleétidos 235-699 (sin el
codén de parada, SEQ ID NO: 56) de 2e-ORF2. Los resultados de los analisis de secuencias del subgrupo 2e
de PCV2 concuerdan con los del subgrupo 2a de PCV2, el subgrupo 2b de PCV2, el subgrupo 2c de PCV2 y
el subgrupo 2d de PCV2. Los indices de arginina en el extremo N de las cinco proteinas de ORF2 son dos
veces 0 mas los indices de arginina de la parte restante de las proteinas de ORF2 (como se muestra en las
Tablas 2, 3, 4,5y 6).

Tabla 6 Analisis de indices de arginina de la secuencia de aminoacidos de 2e-ORF2 de PCV2

Subgrupo PCV2-2e - nucledtidos 1-234 Subgrupo PCV2-2e - nucledtidos 235-699
Codédn Aminoacido Cantidad Codén Aminoacido Cantidad
AGA Arginina 5 AGA Arginina 4
AGG Arginina 3 AGG Arginina 2
CGA Arginina 0 CGA Arginina 0
CGC Arginina 9 CGC Arginina 2
CGG Arginina 1 CGG Arginina 0
CGT Arginina 2 CGT Arginina 1
Total 20 Total 9

Los niveles de expresion de proteina de los dominios ricos en arginina y los dominios no ricos en arginina del
subgrupo 2b de PCV?2, el subgrupo 2c de PCV2, el subgrupo 2d de PCV2 y el subgrupo 2e de PCV2 se analizan
también por el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. Los resultados concuerdan con los resultados del
Ejemplo 1. El nivel de expresion de proteina de los dominios ricos en arginina en el extremo N es bajo, mientras
que el nivel de expresion de proteina del dominio no rico en arginina es alto. Ademas, el analisis de la adicion
o delecion de la arginina muestra que la delecion de la arginina excesiva puede aumentar la expresion de
proteinas de ORF2 de PCV2, lo que también concuerda con los resultados del subgrupo 2a de PCV2.

El dominio rico en arginina tiene una secuencia de aminoacidos de aproximadamente los residuos 1-78 en el
extremo N del péptido de longitud completa de ORF2 de PCV2 y el dominio no rico en arginina tiene una
secuencia de aminoacidos aproximadamente desde el residuo 79 hasta el ultimo residuo en el extremo C.
Ejemplo 5 Construccion y expresion de péptidos antigénicos de vacuna de subunidades de PCV2 2b
1. Construccion y expresion de pET24a-2b-F2

En este ejemplo se utilizé el gen de ORF2 del subgrupo 2b de PCV2 del Ejemplo 4 en la construccion del
péptido antigénico de la vacuna de subunidades de PCV2. Como se ha descrito en los Ejemplos 1y 3, el
fragmento de F2 (nucleétidos 235-468 en el extremo 5’ de la secuencia de ADN de longitud completa del gen
de 2b ORF2 de PCV2, fragmento 2b-F2) se clona en un vector de expresion. El fragmento 2b-F2 del subgrupo
2b de PCV2 tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 17 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 18. La secuencia de nucledtidos del fragmento 2b-F2 se amplificé por PCR. A continuaciéon se muestran
los cebadores de la PCR.

Cebador directo pF-2b (con un sitio de restriccion Sac |):
5- CGAGCTCTTTCTTCCCCCAGGAGGGGGC -3' (SEQ ID NO: 42)

Sac |

Cebador inverso pR-2b (con un sitio de restriccion Hind 111):
5'- CCCAAGCTTGTAGGAGAAGGGCTGGGTTAT-3' (SEQ ID NO: 43)

Hind 1l
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Las condiciones para la reaccion PCR comprenden: 95°C durante 5 minutos, 25 ciclos de 95°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos, y 72°C durante 5 minutos para el
alargamiento. El producto de PCR y el vector de expresion pET24a (Novagen) se sometieron a una doble
digestion por enzimas de restriccion con Sac | y Hind 1ll. Después se purificaron los productos de PCR y el
vector de expresion pET24a digeridos, respectivamente, a lo que siguié una ligadura para clonar el producto
de PCR en el vector de expresion pET24a para formar el plasmido pET24a-2b-F2. A continuacién se transformé
el constructo en células huésped (E. coli) para llevar a cabo una replicacion en masa. Los productos de PCR
replicados se confirmaron posteriormente por secuenciacion. Se incubd en medio LB E. coli que contenia el
plasmido pET24a-2b-F2. Mediante la adicion de IPTG, se indujo al cultivo bacteriano a expresar la proteina
antigénica 2b-F2 (SEQ ID NO: 18). En el Ejemplo 1 se describen procedimientos para la expresion y la
extraccion de la proteina.

2. Construccion y expresion de pET24a-PE-2b-F2-KDEL

Ademas de utilizar el péptido 2b-F2 como péptido antigénico de la vacuna de subunidades de PCV2, en este
ejemplo se fusionaron la proteina PE y el péptido de sefial KDEL con el péptido 2b-F2 en los extremos Ny C,
respectivamente, para producir la proteina de fusiéon recombinante PE-2b-F2-KDEL con el fin de inducir la
suficiente inmunidad contra la infeccion por PCV2 en animales.

La proteina de fusion recombinante PE-2b-F2-KDEL tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 44 y una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45. La estrategia para la construccion del plasmido que expresa la
proteina de fusion recombinante PE-2b-F2-KDEL (pET24a-PE-2b-F2-KDEL) es la misma que la estrategia
descrita en el Ejemplo 3. En primer lugar, la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 30) que codifica el péptido de
sefial KDEL se clond en un vector pET24a para formar el plasmido pET24a-KDEL. El procedimiento para la
construccion del plasmido pET24a-KDEL se describe en el Ejemplo 3. Después, la secuencia de ADN (SEQ ID
NO: 17) del fragmento 2b-F2 se clon6 en el plasmido pET24a-KDEL para formar el plasmido pET24a-2b-F2-
KDEL. Finalmente, la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 34) que codifica la proteina PE se cloné en el plasmido
pET24a-2b-F2-KDEL para formar el plasmido pET24a-PE-2b-F2-KDEL. El procedimiento para la construccion
del plasmido pET24a-PE-2b-F2-KDEL se describe en el Ejemplo 3. A continuacion, se incubd en medio LB E.
coli que contenia el plasmido pET24a-PE-2b-F2-KDEL. Mediante la adicion de IPTG, se indujo al cultivo
bacteriano a expresar la proteina recombinante PE-2b-F2-KDEL (SEQ ID NO: 45). En el Ejemplo 1 se describen
procedimientos para la expresion y la extraccion de la proteina.

Ejemplo 6 Construccion y expresion de péptidos antigénicos de vacuna de subunidades de PCV2 2d
1. Construccion y expresion de pET24a-2d-F2

En este ejemplo se utilizé el gen de ORF2 del subgrupo 2d de PCV2 del Ejemplo 4 en la construccion del
péptido antigénico de la vacuna de subunidades de PCV2. Como se ha descrito en los Ejemplos 1y 3, el
fragmento de F2 (nucledtidos 235-468 en el extremo 5’ de la secuencia de ADN de longitud completa del gen
de 2d ORF2 de PCV2, fragmento 2d-F2) se clona en un vector de expresion. El fragmento 2d-F2 del subgrupo
2d de PCV2 tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 21 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 22. La secuencia de nucleodtidos del fragmento 2d-F2 se amplificé por PCR. A continuaciéon se muestran
los cebadores de PCR.

Cebador directo pF-2d (con un sitio de restriccion Sac |):

5- CGAGCTCTTTCTTCCCCCAGGAGGGGGC -3 (SEQ ID NO: 46)

Sac |

Cebador inverso pR-2d (con un sitio de restriccion Hind 111):

5'- CCCAAGCTTGTAGGAGAAGGGCTGGGTTAT -3’ (SEQ ID NO: 47)

Hind 11l

Las condiciones para la reaccion PCR comprenden: 95°C durante 5 minutos, 25 ciclos de 95°°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos, y 72°C durante 5 minutos para el
alargamiento. El producto de PCR y el vector de expresion pET24a (Novagen) se sometieron a una doble
digestion con enzimas de restriccion con Sac | y Hind lll. Después se purificaron los productos de PCR y el
vector de expresion pET24a digeridos, respectivamente, a lo que siguié una ligadura para clonar el producto
de PCR en el vector de expresion pET24a para formar el plasmido pET24a-2d-F2. A continuacién se transformé
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el constructo en células huésped (E. coli) para llevar a cabo una replicacion en masa. Los productos de PCR
replicados se confirmaron posteriormente mediante secuenciacién. Se incubd en medio LB E. coli que contenia
el plasmido pET24a-2d-F2. Mediante la adicion de IPTG, se indujo al cultivo bacteriano a expresar la proteina
antigénica 2d-F2 (SEQ ID Bo: 22). En el Ejemplo 1 se describen procedimientos para la expresion y la
extraccion de la proteina.

2. Construccion y expresion de pET24a-PE-2d-F2-KDEL

Ademas de utilizar el péptido 2d-F2 como péptido antigénico de la vacuna de subunidades de PCV2, en este
ejemplo se fusionaron la proteina PE y el péptido de sefial KDEL con el péptido 2d-F2 en los extremos Ny C,
respectivamente, para producir la proteina de fusion recombinante PE-2d-F2-KDEL con el fin de inducir la
suficiente inmunidad contra la infeccion por PCV2 en animales.

La proteina de fusion recombinante PE-2d-F2-KDEL tiene una secuencia de ADN de SEQ ID NO: 48 y una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49. La estrategia para la construccion del plasmido que expresa la
proteina de fusion recombinante PE-2d-F2-KDEL (pET24a-PE-2d-F2-KDEL) es la misma que la estrategia
descrita en el Ejemplo 3. En primer lugar, la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 30) que codifica el péptido de
sefial KDEL se clond en un vector pET24a para formar el plasmido pET24a-KDEL. El procedimiento para la
construccion del plasmido pET24a-KDEL se describe en el Ejemplo 3. Después, la secuencia de ADN (SEQ ID
NO: 21) del fragmento 2d-F2 se clon6 en el plasmido pET24a-KDEL para formar el plasmido pET24a-2d-F2-
KDEL. Finalmente, la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 34) que codifica la proteina PE se cloné en el plasmido
pET24a-2d-F2-KDEL para formar el plasmido pET24a-PE-2d-F2-KDEL. El procedimiento para la construccion
del plasmido pET24a-PE-2d-F2-KDEL se describe en el Ejemplo 3. A continuacion, se incubé en medio LB E.
coli que contenia el plasmido pET24a-PE-2d-F2-KDEL. Mediante la adicion de IPTG, se indujo al cultivo
bacteriano a expresar la proteina recombinante PE-2d-F2-KDEL (SEQ ID NO: 49). En el Ejemplo 1 se describen
procedimientos para la expresion y la extraccion de la proteina.

Ejemplo 7 Analisis de inmunogenicidad de péptidos antigénicos de la vacuna de subunidades de PCV2
-1

1. Inmunizacién de ratones

Se prepardé vacuna de subunidades de PCV2 con la proteina recombinante 2a-F2 (SEQ ID NO: 6) preparada
en el Ejemplo 1 y la proteina recombinante PE-2a-F2-KDEL (SEQ ID NO: 41) preparada en el Ejemplo 3,
respectivamente, y adyuvante completo de Freund. Se vacunaron ratones con la vacuna de subunidades de
PCV2 para analizar la inmunogenicidad de los péptidos antigénicos de la vacuna de subunidades de PCV2.

Se dividieron aleatoriamente ratones sanos SPF de cinco a seis semanas de edad en 3 grupos de 3 ratones
cada uno. Un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) mostré que los 9 ratones eran negativos
para anticuerpos anti-PCV2. A cada raton de los 2 grupos de vacunacion (grupos 1y 2) se le inyectaron via
intraperitoneal 100 ug de proteina recombinante. A los ratones del grupo 3 se les inyecté PBS y éstos sirvieron
de control negativo. Dos semanas después de la inmunizacion primaria (i.p.), los ratones de los 2 grupos de
vacunacion recibieron como refuerzo la misma dosis de las 2 proteinas recombinantes diferentes,
respectivamente. Se recogieron muestras de suero en las semanas 2, 4, 5 y 8 posteriores a la inmunizacion
primaria. Todas las muestras de suero se ensayaron mediante ELISA para medir el titulo de anticuerpos anti-
PCV2.

2. Deteccion de anticuerpos anti-PCV2 mediante ELISA

En este ejemplo se utilizaron como placas ELISA placas de noventa y seis pocillos que contenian antigeno de
patégeno PCV2 (300 ng/pocillo). Las placas ELISA se lavaron 3 veces con 50 mmol/l de PBS (pH 7,2) que
contenia 500 pl/l de Tween-20 (por ejemplo PBST) durante 3 a 5 minutos cada vez. Para bloquear las placas
ELISA se afiadieron 200 pl de solucién de bloqueo de BSA al 0,15% a cada pocillo de las placas ELISA y a
continuacion se incubaron las placas ELISA durante 2 horas a 37°C. Después se lavaron las placas ELISA con
PBS. Las muestras de suero de ratdn se diluyeron cincuenta veces (1:50) con PBS y a continuacion se diluyeron
en una relacion de 1:2 en serie. Cada muestra tuvo 8 repeticiones. Las muestras de suero diluidas se afiadieron
a los pocillos de las placas ELISA (100 pl/pocillo) y las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C. Tras la
incubacion, las placas se lavaron con PBS. A continuacion se afiadié a los pocillos anticuerpo IgG anti-raton
conjugado con fosfatasa alcalina (FA). Después de incubar durante 1 hora a 37°C, las placas se lavaron con
PBS. Para visualizar los resultados se afiadidé a los pocillos para-nitrofenilfosfato (pNPP). Después de la
incubacion se detuvo la reaccion afnadiendo NaOH 1M. Se ley6 la densidad éptica de cada pocillo utilizando
densidad 6ptica a 405 nm. Cada muestra se analizé por duplicado y se calculd la media de los valores O.D. de
los duplicados.
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Los resultados del ELISA se muestran en la FIG. 6. La proteina recombinante PE-2a-F2-KDEL (SEQ ID NO:
41) induce en los animales ensayados un mayor nivel de anticuerpos séricos contra PCV2 que la proteina
recombinante 2a-F2 (SEQ ID NO: 6). Existen importantes diferencias entre los niveles de anticuerpos séricos
contra PCV2 en el Grupo 1y el Grupo 2 en la semana 4 posterior a la inmunizacién primaria (p<0,05). Las
diferencias entre los niveles de anticuerpos séricos contra PCV2 en el Grupo 1 y el Grupo 2 son mas
importantes en la semana 6 posterior a la inmunizacion primaria (p<0,01). Adicionalmente, en comparacion con
el nivel de anticuerpos del control negativo, los niveles de anticuerpos del Grupo 1 y el Grupo 2 son
considerablemente mayores (p<0,01).

Ejemplo 8 Analisis de inmunogenicidad de péptidos antigénicos de la vacuna de subunidades de PCV2
-2

1. Inmunizacién de ratones

En este ejemplo. la inmunogenicidad de la proteina recombinante PE-2a-F2-KDEL aqui descrita memoria en
animales sometidos a ensayo se compara con la inmunogenicidad del virus PCV2 integro en animales
sometidos a ensayo.

Se produjo una vacuna de subunidades de PCV2 con la proteina recombinante PE-2a-F2-KDEL (SEQ ID NO:
41) preparada en el Ejemplo 3 y adyuvante de tipo oleoso Montanide ISA 206 (Seppic, Francia). Ademas, se
produjo vacuna de virus PCV2 integro con virus PCV2 integro inactivado (10® TCIDso/ml (TCID = dosis
infecciosas de cultivo tisular) y adyuvante de tipo oleoso Montanide ISA 206 (Seppic, Francia). En una sola
dosis de la vacuna de virus PCV2 integro hay 100 pl de virus PCV2 integro inactivado y 250 pl de adyuvante.
Las dos vacunas se utilizaron para vacunar ratones.

Se dividieron aleatoriamente ratones sanos SPF de cinco a seis semanas de edad en 3 grupos de 5 ratones
cada uno. Un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) mostré que los 15 ratones eran negativos
para anticuerpos anti-PCV2. A cada raton del Grupo 1 se le inyecté via intraperitoneal 100 pug de proteina
recombinante. A cada ratén del Grupo 2 se le inyecté via intraperitoneal una sola dosis de vacuna de virus
PCV2 integro. A los ratones del grupo 3 se les inyecté adyuvante de tipo oleoso Montanide ISA 206 y éstos
sirvieron de control negativo. Tres semanas después de la inmunizacion primaria (i.p.), los ratones de los 2
grupos de vacunacion recibieron como refuerzo la misma dosis de las 2 vacunas diferentes, respectivamente.
Se recogieron muestras de suero en las semanas 0, 1, 2, 3, 4 y 5 posteriores a la inmunizacion primaria. Todas
las muestras de suero se ensayaron mediante ELISA para medir el titulo de anticuerpos anti-PCV2.

2. Deteccion de anticuerpos anti-PCV2 mediante ELISA

El procedimiento ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-PCV2 se describe en el Ejemplo 7. Los resultados
del ELISA se muestran en la FIG. 7. La proteina recombinante PE-2a-F2-KDEL (SEQ ID NO: 41) induce un
mayor nivel de anticuerpos séricos contra PCV2 en animales sometidos a ensayo que el antigeno de virus
PCV2 integro inactivado. Existen importantes diferencias entre los niveles de anticuerpos séricos contra PCV2
en el Grupo 1y el Grupo 2 en la semana 1 posterior a la inmunizacion primaria (p<0,001). Adicionalmente, en
comparacion con el nivel de anticuerpos del control negativo, el nivel de anticuerpos de los ratones vacunados
con la proteina recombinante PE-2a-F2-KDEL (Grupo 1) es considerablemente mayor (p<0,001).

Ademas, se vacunaron cerdos con las proteinas recombinantes de 2a-F2 y PE-2a-F2-KDEL, respectivamente,
y ambas proteinas recombinantes fueron capaces de inducir anticuerpos séricos contra PCV2 en los cerdos.
Ademas, los cerdos vacunados fueron sometidos a una prueba de provocacion con virus PCV2 para evaluar la
eficacia de las proteinas recombinantes. En primer lugar se formularon las proteinas recombinantes como una
vacuna de subunidades y se inyectaron las mismas a cerdos. A continuacion se sometid a los cerdos a una
prueba de provocacion con virus PCV2. Los resultados muestran que los porcentajes de proteccion de los
grupos de inmunizacién son mayores que los del control negativo (sin vacunacion). Los porcentajes de
proteccion utilizados aqui incluyen una disminucion en la viremia y una mitigacion de los sintomas del PCV2.
Por tanto, los resultados demuestran que la vacuna de subunidades de PCV2 preparada con las proteinas
recombinantes puede inducir eficazmente inmunidad en animales y aumentar su tasa de supervivencia.

Adicionalmente se prepararon proteinas de ORF2 o fragmentos del mismo del subgrupo 2b de PCV2, el
subgrupo 2c de PCV2, el subgrupo 2d de PCV2 y el subgrupo 2e de PCV2 mediante los procedimientos
descritos en los Ejemplos 1-3, respectivamente, y se analiz6 la inmunogenicidad de las proteinas de ORF2 o
de los fragmentos del mismo mediante los procedimientos descritos en los Ejemplos 7 y 8. Los resultados
muestran que los fragmentos de ORF2 de estos subgrupos de PCV2 (por ejemplo, fragmento F2) y las
proteinas de fusion recombinantes de los mismos (por ejemplo, PE-F2-KDEL) pueden inducir inmunidad en
animales (tales como cerdos) e impedir que éstos se infecten con PCV2.
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La vacuna de subunidades de PCV2 proporcionada en la descripcion tiene las siguientes ventajas, en
comparacién con otras técnicas convencionales.

La vacuna de subunidades de PCV2 proporcionada en la descripcion se prepara por ingenieria genética, donde
unos fragmentos de proteina de ORF2 de PCV2 que pueden expresarse altamente en sistemas de expresion
biolégicos se clonan y se utilizan como péptidos antigénicos de la vacuna de subunidades. La vacuna de
subunidades puede inducir suficiente inmunidad contra la infeccion por PCV2 en animales y los fragmentos de
proteina de ORF2 de PCV2 pueden producirse en masa mediante ingenieria genética para reducir el coste de
fabricacion de la vacuna.

Otra vacuna de subunidades de PCV2 proporcionada en la descripcidon contiene una proteina de fusién
antigénica PE-F2-KDEL, que es una proteina recombinante de péptido F2 de ORF2 de PCV2, proteina PE y
péptido de sefal KDEL. Los experimentos con animales demuestran que esta vacuna de subunidades de PCV2
puede inducir eficazmente una mayor inmunidad contra la infeccién por PCV2 en animales.

La vacuna de subunidades proporcionada en la descripcion se desarrolla por ingenieria genética y la vacuna
tiene las ventajas de un proceso de produccion sencillo, bajo coste, gran pureza, alto rendimiento y buena

seguridad.
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<210> 1

<211> 699

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 1

atgacgtatc caaggaggcg tttccgcaga cgaagacacc gcccccgcag ccatcttgge 60
cagatcctcc gccgccgceccece ctggctcgtce cacccccgcecce accgttaccg ctggagaagg 120
aaaaatggca tcttcaacac ccgcctctccec cgcaccttcg gatatactgt caaggctagc 180
acagtcagaa cgccctcctg ggcggtggac atgatgagat ttaatattaa cgactttgtt 240
cccceccgggag gggggaccaa caaaatctct ataccctttg aatactacag aataagaaag 300
gttaaggttg aattctggcc ctgctcccca atcacccagg gtgacagggg agtgggctcc 360
actgctgtta ttctagatga taactttgta actaaggcca cagccctaac ctatgacccc 420
tatgtaaact actcctcccg ccatacaatc ccccaaccct tctcctacca ctcccggtac 480
tttaccccaa aacctgtcct tgattccact attgattact tccaaccaaa cagcaaaagg 540
aatcagattt ggctgaggct acaaacctcg gcaaatgtgg accacgtagg cctcggtact 600
gcgttcgaaa acagtaaata cgaccaggac tacaatatcc gtgtaactat gtatgtacaa 660
ttcagagaat ttaatcttaa agacccccca cttaaaccc 699
<210> 2

16



ES 2661026 T3

<211> 233
<212> PRT
<213> Circovirus porcino

<400> 2
Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Phe Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg

1 5 10 15
Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro
20 25 30
Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr Arg
35 40 45
Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Ala Ser Thr Val Arg Thr
50 55 60
Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asn Asp Phe Val
65 70 75 80
Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asn Lys Ile Ser Ile Pro Phe Glu Tyr Tyr
85 90 95
Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser Pro Ile Thr
100 105 110
Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala Val Ile Leu Asp Asp Asn
115 120 125
Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr Val Asn Tyr
130 135 140
Ser Ser Arg His Thr Ile Pro Gln Pro Phe Ser Tyr His Ser Arg Tyr
145 150 155 160
Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Ser Thr Ile Asp Tyr Phe Gln Pro
165 170 175
Asn Ser Lys Arg Asn Gln Ile Trp Leu Arg Leu Gln Thr Ser Ala Asn
180 185 190
Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser Lys Tyr Asp
195 200 205
Gln Asp Tyr Asn Ile Arg Val Thr Met Tyr Val Gln Phe Arg Glu Phe
210 215 220
Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Lys Pro

225 230
<210> 3
<211> 234
<212> ADN
<213> Circovirus porcino

<400> 3

17



10

15

20

25

atgacgtatc
cagatcctcc
aaaaatggca

acagtcagaa
<210>4
<211>78
<212> PRT

caaggaggcg
gccgccgccce
tcttcaacac

cgccctectg

<213> Circovirus porcino

<400> 4
Met
1
Ser

Arg

Leu

Thr

His

His

Ser

Tyr Pro

Leu Gly
20
Arg
35

Tyr

Arg Thr

50

Pro
65
<210>5

<211> 234
<212> ADN

Ser

Trp Ala

<213> Circovirus porcino

<400> 5

tttgttccce
agaaaggtta
ggctccactg
gacccctatg
<210>6

<211>78
<212> PRT

cgggaggggyg
aggttgaatt

ctgttattct

taaactactc

<213> Circovirus porcino

<400> 6

Phe Val Pro Pro

1

Tyr Tyr Arg Ile

20

ES 2661026 T3

tttccgcaga
ctggctcgtc

ccgcecctcectcece

ggcggtggac

Arg Arg

Gln Ile

Arg Trp

Phe Gly
55
Val Asp

70

gaccaacaaa
ctggccctgce
agatgataac

ctcccgcecat

Arg

Leu

Arg

Tyr

Met

cgaagacacc
cacccccgcec
cgcaccttcg

atgatgagat

Phe Arg

Arg

gcececceccgcag
accgttaccg
gatatactgt
ttaatattaa

Arg Arg

10

Arg Arg
25
Arg
40

Thr

Lys

Val

Met Arg

atctctatac
tccccaatca
tttgtaacta

acaatccccc

Arg

Asn

Lys

Phe

Pro Trp

Gly Ile
Ala Ser
60

Asn Ile

75

cctttgaata
cccagggtga
aggccacagc

aacccttctc

Gly Gly Gly Thr Asn Lys Ile Ser
10
Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp

5

25

Ile Thr Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala

35

40

18

ccatcttggc
ctggagaagg
caaggctagc

cgac

Pro
15

His Arg

Val His

30

Leu
Phe Thr
45

Thr

Asn

Val Arg

Asn Asp

ctacagaata
caggggagtg
cctaacctat

ctac

Ile Pro Phe Glu

15

Pro Cys Ser Pro

30

Val Ile Leu Asp

45

Arg

Pro

Arg

Thr

60
120
180
234

60
120
180
234



10

15

20

25

30

35

ES 2661026 T3

Asp Asn Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr Val
50

55

60

Asn Tyr Ser Ser Arg His Thr Ile Pro Gln Pro Phe Ser Tyr

65

<210>7
<211> 231
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 7

cactcccggt
aacagcaaaa
ggcctcggta
atgtatgtac
<210>8

<<211>77
<212> PRT

actttacccc
ggaatcagat
ctgcgttcga

aattcagaga

<213> Circovirus porcino

<400> 8
His

1

Tyr Phe

Thr

Ser Lys

Ser

Ser

Arg Tyr

Gln Pro
20
Ala
35

Asn

Tyr Asp

50

Phe

65
<210>9

<211> 351
<212> ADN

Arg

Glu Phe

<213> Circovirus porcino

<400> 9

ggagtgggct
acctatgacc
cactcccggt
aacagcaaaa
ggcctcggta
atgtatgtac
<210>10

<211> 117
<212> PRT

ccactgctgt

cctatgtaaa
actttacccc
ggaatcagat
ctgcgttcga

aattcagaga

<213> Circovirus porcino

Phe

Asn

Val

Gln

Asn

70

aaaacctgtc
ttggctgagg
aaacagtaaa

atttaatctt

Thr Pro

Ser Lys

Asp His

Asp Tyr
55
Leu

70

Lys

tattctagat

ctactcctcc
aaaacctgtc
ttggctgagg
aaacagtaaa

atttaatctt

cttgattcca
ctacaaacct
tacgaccagg

aaagaccccc

Lys Pro

Val

75

ctattgatta
cggcaaatgt
actacaatat

cacttaaacc

Leu Asp

10

Asn

25

Arg

Val
40
Asn Ile

Asp Pro

gataactttg

cgccatacaa
cttgattcca
ctacaaacct
tacgaccagg

aaagaccccc

19

Gln

Gly Leu

Arg

Pro

Ile Trp

Gly Thr

Thr
60

Val

Leu

75

Lys

taactaaggc

tcceccaacce
ctattgatta
cggcaaatgt
actacaatat

cacttaaacc

cttccaacca
ggaccacgta
ccgtgtaact

C

Ser Thr
15
Leu Arg
30
Ala Phe
45
Met Tyr

Pro

cacagcccta

cttctcctac
cttccaacca
ggaccacgta
ccgtgtaact

C

Ile

Leu

Val

Asp

Gln

Glu Asn

Gln

60
120
180
231

60

120
180
240
300
351
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15

20

<400> 10

Gly

1

Ala

Thr

Pro

Asn

65

Gly

Ile

Pro

Val

Thr

Ile

Val

50

Gln

Leu

Arg

Pro

Gly

Ala

Pro

35

Leu

Ile

Gly

Val

Leu

Ser

Leu

20

Gln

Asp

Trp

Thr

Thr

100
Lys

ES 2661026 T3

Thr Ala

Thr Tyr

Pro Phe

Ser Thr

Leu Arg
70
Ala Phe
85
Met Tyr

Pro

Val

Asp

Ser

Ile

55

Leu

Glu

Val

Ile

Pro

Tyr

40

Asp

Gln

Asn

Gln

Leu

Tyr

25

His

Tyr

Thr

Ser

Phe
105

Asp

10

Val

Ser

Phe

Ser

Lys

90
Arg

Asp

Asn

Arg

Gln

Ala

75

Tyr

Glu

Asn

Tyr

Tyr

Pro

60

Asn

Asp

Phe

Phe Val
Ser
30

Thr

Ser

Phe
45
Asn Ser

Val Asp

Gln Asp

Leu

110

Asn

Thr

15

Arg

Pro

Lys

His

Tyr

95
Lys

<210> 11
<211> 465
<212> ADN

115

<213> Circovirus porcino

<400> 11

tttgttccce
agaaaggtta
ggctccactg
gacccctatg
cggtacttta

aaaaggaatc

ggtactgcgt
gtacaattca
<210>12

<211> 155
<212> PRT

cgggaggggyg
aggttgaatt

ctgttattct
taaactactc
ccccaaaacc

agatttggct

tcgaaaacag

gagaatttaa

<213> Circovirus porcino

<400> 12

gaccaacaaa
ctggccctgce
agatgataac
ctcccgcecat
tgtccttgat

gaggctacaa

taaatacgac

tcttaaagac

atctctatac
tccccaatca
tttgtaacta
acaatccccc
tccactattg

acctcggcaa

caggactaca

cccccactta

20

cctttgaata
cccagggtga
aggccacagc
aacccttctc
attacttcca

atgtggacca

atatccgtgt

aaccc

ctacagaata
caggggagtg
cctaacctat
ctaccactcc
accaaacagc

cgtaggcctc

aactatgtat

Lys

His

Lys

Arg

Val

80

Asn

Asp

60
120
180
240
300
360

420
465



10

15

Phe

Tyr

Ile

Asp

Asn

65

Arg

Gln

Ala

Tyr

Glu

Val

Tyr

Thr

Asn

50

Tyr

Tyr

Pro

Asn

Asp

130
Phe

Pro

Arg

Gln

35

Phe

Ser

Phe

Asn

Val

115

Gln

Asn

Pro

Ile

20

Gly

Val

Ser

Thr

Ser

100

Asp

Asp

Leu

145

<210> 13
<211> 468
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 13
atgacgtatc

cagatcctcc
aaaaatggca
acagtcagaa

ccceccgggag

gttaaggttg
actgctgtta
tatgtaaact
<210> 14

<211> 156
<212> PRT

caaggaggcg
gccgccgccce
tcttcaacac

cgccctectyg
gggggaccaa
aattctggcc

ttctagatga

actcctcccg

<213> Circovirus porcino

<400> 14

ES 2661026 T3

Gly Gly Gly

Arg Lys Val

Asp Arg Gly

Thr Ala
55
Thr

Lys

His

70

Arg

Pro Pro

85

Lys

Lys Arg Asn

His Val Gly
Ile

135

Tyr Asn

Lys Asp Pro

150

tttccgcaga
ctggctcgtc
ccgcctcectcee
ggcggtggac
caaaatctct
ctgctcccca
taactttgta

ccatacaatc

Thr

Lys

Val

40

Thr

Ile

Val

Gln

Leu

120

Arg

Pro

Asn

Val

25

Gly

Ala

Pro

Leu

Ile

105

Gly

Val

Leu

Lys

10

Glu

Ser

Leu

Gln

Asp

90

Trp

Thr

Thr

Lys

Ile

Phe

Thr

Thr

Pro

75

Ser

Leu

Ala

Met

Pro

Ser

Trp

Ala

Tyr

60

Phe

Thr

Arg

Phe

Tyr
140

Ile Pro

Pro Cys
30
Val Ile
45
Asp Pro

Ser Tyr

Ile Asp

Gln
110

Leu

Glu
125
Val

Asn

Gln

Phe

15

Ser

Leu

Tyr

His

Tyr

95

Thr

Ser

Phe

cgaagacacc
cacccccgcece
cgcaccttcg
atgatgagat
ataccctttg

atcacccagg
actaaggcca

ccccaaccct

21

155

gcecececcgcag
accgttaccg
gatatactgt
ttaatattaa

aatactacag

gtgacagggyg
cagccctaac

tctcctac

ccatcttggc
ctggagaagg
caaggctagc
cgactttgtt

aataagaaag

agtgggctcc

ctatgacccc

Glu

Pro

Asp

Val

Ser

80

Phe

Ser

Lys

Arg

60
120
180
240
300

360
420
468
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15

Met

Ser

Arg

Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

Thr

His

His

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

Val

130

Ser

Tyr

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Gly

20

Tyr

Thr

Ala

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

ES 2661026 T3

Arg Arg

Gln Ile

Arg Trp

Phe Gly

Val Asp
70
Gly Thr
85
Val Lys

Gly Val

Ala Thr

Thr Ile

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Pro

Phe

Arg

Arg

40

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Arg

Arg

25

Lys

Val

Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Arg

Pro

Gly

Ala

Asn

75

Ile

Pro

Val

Asp

Ser

Arg

Trp

Ile

Ser

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140
Tyr

His Arg

Val
30

Leu

Phe
45
Thr

Asn
Val
Asn Asp
Phe

Glu

Pro

110

Ser

Leu

125

Asp

Tyr Val

Pro

15

His

Thr

Arg

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

145

<210> 15
<211>702
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 15
atgacgtatc

cagatcctcc
aaaaatggca

acagtcaaaa

cccccaggag
gttaaggttg
agtgctgtta
tatgtaaact
tttaccccca
aatcagctgt
gcgttcgaaa
ttcagagaat
<210> 16

<211> 233
<212> PRT

caaggaggcg
gccgccgccce
tcttcaacac

cgccctectg

ggggctcaaa
aattctggcc
ttctagatga
actcctcccg
aacctgtcct
ggctgagact
acagtatata

ttaatcttaa

<213> Circovirus porcino

<400> 16

150

ttaccggaga
ctggctcgtc
ccgcectcectec

ggcggtggac

ccceccecgetet
ctgctcceccg
taactttgta
ccataccata
agattccact
acaaactgct
cgaccaggaa

agacccccecca

agaagacacc
cacccccgcec
cgcaccttcg

atgatgagat

gtgccctttg
atcacccagg
acaaaggcca
acccagccct
attgattact
ggaaatgtag
tacaatatcc

cttaaccctt

22

155

gcccccgcag
accgttaccg
gatatactat

tcaatattaa

aatactacag
gtgacagggyg
cagccctcac
tctcecctacca
tccaaccaaa
accacgtagg
gtgtaaccat

aa

ccatcttgga
ctggagaagg
caagcgaacc

tgactttctt

aataagaaag
agtgggctcc
ctatgacccc
ctccegcectac
caacaaaaga
cctcggcact

gtatgtacaa

Arg

Pro

Arg

Thr

Val

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

60
120
180
240

300
360
420
480
540
600
660
702
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15

Met

Ser

Arg

Leu

Thr

His

His

Ser

Tyr Pro

Leu Gly
20
Arg
35

Tyr

Arg Thr

50

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

Pro

Ile

Gly

Val

Trp Ala

Gly Gly

Arg Lys
100
Asp
115
Thr

Arg

Lys

130

Ser

145

Phe

Asn

Val

Gln

<210> 17
<211> 234
<212> ADN

Ser

Thr

Asn

Asp

Glu

Arg His

Pro Lys

Lys Arg
180
His Val
195

Tyr Asn

210
Asn Leu

225

<213> Circovirus porcino

<400> 17
tttcttcccee

agaaaggtta
ggctccagtg

gacccctatg
<210> 18
<211>78
<212> PRT

caggaggggyg
aggttgaatt
ctgttattct

taaactactc

<213> Circovirus porcino

Arg

Gln

Arg

Phe

Val

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Lys

ES 2661026 T3

Arg

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Ser

Lys

Val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Asp

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Thr

Leu

Leu

Gly

Val

Pro

Tyr

Arg

Arg

40

Thr

Met

Pro

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200
Thr

Pro

230

Arg

Arg

25

Lys

Ile

Arg

Arg

Phe

105

Ser

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

215

Leu

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Asn

Arg

Pro

Gly

Arg

Asn

75

Val

Pro

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Pro

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln

His

Leu

Phe

45

Thr

Asn

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205
Phe

Arg

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Ala

190

Ile

Arg

220

Pro

15

His

Thr

Lys

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Gly

Tyr

Glu

ctcaaacccc
ctggccctgce
agatgataac

ctcccgcecat

cgctctgtgce
tccececgatca
tttgtaacaa

accataaccc

23

cctttgaata
cccagggtga
aggccacagc

agcccttctce

ctacagaata
caggggagtg
cctcacctat

ctac

Arg

Pro

Arg

Thr

Leu

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe

60
120
180
234
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15

20

<400> 18

Phe
1
Tyr

Ile

Asp

Leu

Tyr

Thr

Asn

Pro Pro
Ile
20

Gly

Arg

Gln
35

Phe Val

50

Asn
65
<210> 19

<211> 705
<212> ADN

Tyr

Ser Ser

<213> Circovirus porcino

<400> 19
atgacgtatc

cagatcctcc
aaaaatggca

acagtcagaa
cccccaggag
gttaaggttg
actgctgtta
tatgtaaact
tttaccccga
aatcaactct
gcgttcgaaa
ttcagagaat
<210> 20

<211> 234
<212> PRT

caaggaggcg

gccgccgcocc
tcttcaacac

cgccctectg
ggggctcaag
aattctggcc
ttctagatga
actcctcccg
aacctgtcct
ggctgagact
acagtatata

ttaatcttaa

<213> Circovirus porcino

<400> 20

ES 2661026 T3

Gly Gly

Arg Lys

Asp Arg

Thr Lys
55
His

70

Arg

ttaccgcaga

ctggctagtc
ccgcctcectcece

gaatgtggac
cccectcecact
ctgctcccca
taactttgta
ccataccata
tgataggaca
acaaactact
cgaccaggac

agacccccecca

Gly

Val

Gly

Ala

Thr

Ser Asn

Pro

Arg Ser

10

Val
25
Gly

Lys

Val
40
Thr Ala

Ile Thr

cgaagacacc

cacccccgcc
cgcaccatcg

atgatgagat
gtgccctttg
atcacccagg
acaaaggcca
acccagccct
atcgattact
ggaaatgtag
tacaatatcc

cttaacccta

24

Glu

Ser

Leu

Gln

Phe Trp

Ser Ala

Thr Tyr
60
Pro Phe

75

gcecccegceag

accgttaccg
gttatactgt

ttaatattaa
aatactacag
gtgacagggyg
atgccctaac
tctcctacca
tccaacccaa
accatgtagg
gtataaccat

agtga

Val Phe

15

Pro

Pro Cys Ser
30
Val Ile

45

Leu

Asp Pro Tyr

Ser Tyr

ccatcttggc

ctggagaagg
Caagaaaacc

tgattttctt
aataaggaag
agtgagctcc
ctatgacccc
ctcccggtac
taacaaaaga
cctcggcact

gtatgtacaa

Glu

Pro

Asp

Val

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
705
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15

Met

Ser

Arg

Leu

Thr

His

His

Ser

Tyr Pro

Leu Gly
20
Arg
35

Tyr

Arg Thr

50

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

Pro

Ile

Gly

Val

Trp Asn

Gly Gly

Arg Lys
100
Asp
115
Thr

Arg

Lys

130

Ser

145

Phe

Asn

Val

Gln

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

Arg His

Pro Lys

Lys Arg
180
His Val
195

Tyr Asn

210

Asn
225
<210> 21

<211> 234
<212> ADN

Leu

Lys Asp

<213> Circovirus porcino

<400> 21
tttcttcccee

aggaaggtta
agctccactg

gacccctatg
<210> 22
<211>78
<212> PRT

caggaggggyg
aggttgaatt
ctgttattct

taaactactc

<213> Circovirus porcino

Arg

Gln

Arg

Ile

Val

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

ES 2661026 T3

Arg

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Ser

Lys

Val

Asn

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro

230

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Ser

Val

Ser

Ala

135

Thr

Leu

Leu

Gly

Ile
215

Leu

Tyr

Arg

Arg

40

Thr

Met

Pro

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200
Thr

Asn

Arg

Arg

25

Lys

Val

Arg

Leu

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Arg

Leu

185
Ala

Met

Pro

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Thr

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Lys

Arg

Pro

Gly

Lys

Asn

75

Val

Pro

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

His

Leu

Phe

45

Thr

Asn

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205
Phe

Arg

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Thr

190
Ile

Arg

Pro

15

His

Thr

Arg

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Gly

Tyr

Glu

ctcaagcccc
ctggccctgce
agatgataac

ctcccgcecat

ctcactgtgc
tccceccaatca
tttgtaacaa

accataaccc

25

cctttgaata
cccagggtga
aggccaatgc

agcccttctce

ctacagaata
caggggagtg
cctaacctat

ctac

Arg

Pro

Arg

Thr

Leu

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe

60
120
180
234
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<400> 22
Phe Leu Pro Pro Gly Gly Gly Ser
1 5
Tyr Tyr Arg Ile Arg Lys Val Lys

20
Ile Thr Gln Gly Asp Arg Gly Val
35 40
Asp Asn Phe Val Thr Lys Ala Asn
50 55

Asn Tyr Ser Ser Arg His Thr Ile
65 70

<210> 23

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo para F1 de ORF2 de PCV2

<400> 23

cccaagcttg catgacgtat ccaaggaggc g 31

<210> 24

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso para F1 de 2a ORF2 de PCV2

<400> 24

ccgctcgagg ggtttaagtg gggggtcttt a 31

<210> 25

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo para F2 de 2a ORF2 de PCV2

<400> 25

cccaagcttg ctttgttccc ccgggagggg g 31

<210> 26

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso para F2 de 2a ORF2 de PCV2

<400> 26

ccgctcgagg taggagaagg gttgggggat t 31

<210> 27

<211> 31

26

Ser

Val

25

Ser

Ala

Thr

Pro

10

Glu

Ser

Leu

Gln

Leu

Phe

Thr

Thr

Pro

75

Thr

Trp

Ala

Tyr

60
Phe

Val

Pro

Val

45

Asp

Ser

Pro

Cys

30

Ile

Pro

Tyr

Phe
15
Ser

Leu

Tyr

Glu

Pro

Asp

Val
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55

60

ES 2661026 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para F3 de 2a ORF2 de PCV2

<400> 27
cccaagcttg ccactcccegg tactttaccc ¢ 31

<210> 28

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para F3 de 2a ORF2 de PCV2

<400> 28
ccgctcgagg tcgttaatat taaatctcat ¢ 31

<210> 29

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para F4 de 2a ORF2 de PCV2

<400> 29
cccaagcttg cggagtgggc tccactgetg t 31

<210> 30

<211> 48

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 30
ctcaaaaaag acgaactgag agatgaactg aaagacgaac tgtaatga 48

<210> 31

<211> 14

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 31

Leu Lys Lys Asp Glu Leu Arg Asp Glu Leu Lys Asp Glu Leu

1 5

<210> 32

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para KDEL

<400> 32
cccaagcttc tcaaaaaaga cgaactgaga gatgaactga aaga 44

<210> 33

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

27

10



10

15

20

25

<220>

ES 2661026 T3

<223> Cebador inverso para KDEL

<400> 33

gtgctcgagc agttcgtctt tcagttcatc t

<210> 34
<211> 1116
<212> ADN

31

<213> Pseudomonas aeruginosa

<300>

<308> Genbank / K01397
<309> 2002-02-11
<313> (821)..(1936)

<400> 34
gccgaagaag

gacggcgtgce
ggcgtgctgce
gacaacgccc
ccgaacaagc
tggctggtac
aacgccggca
ttgctagcga
atgcagccga
ccgcgccggyg
ccgctggacyg
gaaggcaaga
cccacggtca
gcgcaccagg
tgggaacaac
gcgcggcetgt
agcggeggceyg
accctggccg

ggcgcggcca

<210> 35
<211> 372
<212> PRT

ctttcgacct
gttccagccg
actactccat
tcagcatcac
cggtgcgcta
cgatcggcca
accagctcag
agctggcgcg
cgctcgccat
aaaagcgctg
gggtctacaa
tctaccgggt
tcagtcatcg
cttgccacct
tggagcagtg
cgtggaacca
acctaggcga
ccgccgagag

acgccgacgt

ctggaacgaa
catgagcgtc
ggtcctggag
cagcgacggc
cagctacacg
cgagaagccc
ccacatgtcg
cgatgccacc
cagccatgcc
gagcgaatgg
ctacctcgce
gctcgccggce
cctgcacttt
gccgctggag
cggctatccg
ggtcgaccag
agcgatccgc
cgagcgcttc
ggtgagcctyg

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 35

tgcgccaaag
gacccggcca
ggcggcaacg
ctgaccatcc
cgccaggcgce
tcgaacatca
ccgatctaca
ttcttcgtca
ggggtcagcg
gccagcggca
cagcaacgct
aacccggcga
cccgagggcey
actttcaccc
gtgcagcggc
gtgatccgca
gagcagccgg
atccggcagg

acctgc

28

cctgcgtgcet
tcgccgacac
acgcgctcaa
gcctcgaagg
gcggcagttyg
aggtgttcat
ccaccgagat
gggcgcacga
tggtcatggc
aggtgttgtg
gcaacctcga
agcatgacct
gcagcctggce
gtcatcgcca
tggtcgcect
acgccctggce
agcaggcccyg

gcaccggcaa

cgacctcaag
caacggccag
gctggccatc
cggcgtcgag
gtcgctgaac
ccacgaactg
gggcgacgag
gagcaacgag
ccagacccag
cctgctcgac
cgatacctgg
ggacatcaaa
cgcgctgacc
gccgcegegge
ctacctggcg
cagccccggce
tctggccectyg

cgacgaggcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1116



Ala

Leu

Ala

Leu

Glu

Asp

Ile

Glu
50

Ser Ile Thr Ser Asp Gly Leu Thr

65

Pro Asn Lys Pro Val Arg Tyr Ser

Trp Ser Leu Asn Trp Leu Val Pro

Glu

Leu

Ala

35
Gly

Ala Phe
5

Lys Asp

20

Asp Thr

Gly Asn

100

Asp Leu

Gly Vval

Asn Gly

Asp Ala

85

ES 2661026 T3

55

70

Trp

Arg

Gln

40

Leu

Asn
Ser
25

Gly

Lys

29

Glu

10

Ser

Val

Leu

Ile

Tyr

Ile
105

Cys Ala Lys Ala

Arg Met Ser Val
30
Leu His Tyr Ser
45
Ala Ile Asp Asn
60

Arg Leu Glu Gly Gly Val

75

Thr Arg Gln Ala Arg Gly

90

Cys Val

15

Asp Pro

Met Val

Ala Leu

95

Glu
80

Ser

Gly His Glu Lys Pro Ser Asn

110



10

Ile Lys Val Phe Ile
115
Met Ser Pro Ile Tyr
130
Leu Ala Arg Asp Ala
145
Met Gln Pro Thr Leu
165
Ala Gln Thr Gln Pro
180
Gly Lys Val Leu Cys
195
Leu Ala Gln Gln Arg
210
Tyr Arg Val Leu Ala
225
Pro Thr Val Ile Ser
245
Ala Ala Leu Thr Ala
260
Thr Arg His Arg Gln
275
Tyr Pro Val Gln Arg
290
Trp Asn Gln Val Asp
305
Ser Gly Gly Asp Leu
325
Arg Leu Ala Leu Thr
340
Gln Gly Thr Gly Asn
355
Ser Leu Thr Cys

370
<210> 36
<211> 23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para PE

<400> 36

ES 2661026 T3

His

Thr

Thr

150

Ala

Arg

Leu

Cys

Gly

230

His

His

Pro

Leu

Gln

310

Gly

Leu

Asp

cgggatccga agaagcgttc gac 23

Glu

Thr

135

Phe

Ile

Arg

Leu

Asn

215

Asn

Arg

Gln

Arg

Val

295

Val

Glu

Ala

Glu

Leu

120

Glu

Phe

Ser

Glu

Asp

200

Leu

Pro

Leu

Ala

Gly

280

Ala

Ile

Ala

Ala

Ala
360

30

Asn

Met

Val

His

Lys

185

Pro

Asp

Ala

His

Cys

265

Trp

Leu

Arg

Ile

Ala

345
Gly

Ala

Gly

Arg

Ala

170

Arg

Leu

Asp

Lys

Phe

250

His

Glu

Tyr

Asn

Arg

330

Glu

Ala

Gly

Asp

Ala

155

Gly

Trp

Asp

Thr

His

235

Pro

Leu

Gln

Leu

Ala

315

Glu

Ser

Ala

Asn

Glu

140

His

Val

Ser

Gly

Trp

220

Asp

Glu

Pro

Leu

Ala

300

Leu

Gln

Glu

Asn

Gln

125

Leu

Glu

Ser

Glu

Val

205

Glu

Leu

Gly

Leu

Glu

285

Ala

Ala

Pro

Arg

Ala
365

Leu

Leu

Ser

Val

Trp

190

Tyr

Gly

Asp

Gly

Glu

270

Gln

Arg

Ser

Glu

Phe

350
Asp

Ser

Ala

Asn

Val

175

Ala

Asn

Lys

Ile

Ser

255

Thr

Cys

Leu

Pro

Gln

335

Ile

Val

His

Lys

Glu

160

Met

Ser

Tyr

Ile

Lys

240

Leu

Phe

Gly

Ser

Gly

320

Ala

Arg

Val
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<210> 37

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PE

<400> 37
cggaattcga gctcgcaggt caggctcacc ac 32

<210> 38

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para F1 de 2a ORF2 de PCV2

<400> 38
cgagctcttt gttccccecgg gagggggg 28

<210> 39

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para F1 de 2a ORF2 de PCV2

<400> 39
cccaagcttg taggagaagg gttgggggat t 31

<210> 40

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN combinada de PE, F2 de 2a ORF2 de PCV2, y KDEL

<400> 40

31



10

ggatccgaag
aaggacggcyg
cagggcgtgce
atcgacaacg
gagccgaaca
aactggctgg
ctgaacgccg
gagttgctag
gagatgcagc
cagccgcgcece
gacccgctgg
tgggaaggca
aaacccacgg
accgcgcacc
ggctgggaac
gcggcgcegge
ggcagcggceg
ctgaccctgg
gccggcgcegg
ggggggacca
gaattctggc
attctagatg
tactcctccc
ctgagagatg
<210> 41

<211> 471
<212> PRT

aagcgttcga
tgcgttccag
tgcactactc
ccctcagcecat
agccggtgeg
taccgatcgg
gcaaccagct
cgaagctggc
cgacgctcgc
gggaaaagcg
acggggtcta
agatctaccg
tcatcagtca
aggcttgcca
aactggagca
tgtcgtggaa
gcgacctagg
ccgecgcecga
ccaacgccga
acaaaatctc
cctgctcccece
ataactttgt
gccatacaat

aactgaaaga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2661026 T3

cctctggaac
ccgcatgagce
catggtcctg
caccagcgac
ctacagctac
ccacgagaag
cagccacatg
gcgcgatgcece
catcagccat
ctggagcgaa
caactacctc
ggtgctcgcce
tcgcctgcecac
cctgccgetg
gtgcggctat
ccaggtcgac
cgaagcgatc
gagcgagcgc
cgtggtgagce
tatacccttt
aatcacccag
aactaaggcc
ccecccaacce

cgaactgctc

gaatgcgcca
gtcgacccgg
gagggcggca
ggcctgacca
acgcgccagg
ccctcgaaca
tcgceccgatcet
accttcttcg
gccggggtca
tgggccagceg
gcccagcaac
ggcaacccgg
tttcccgagg
gagactttca
ccggtgcagce
caggtgatcc
cgcgagcagc
ttcatccggce
ctgacctgcg
gaatactaca
ggtgacaggyg
acagccctaa

ttctcctaca

gag

aagcctgcegt
ccatcgccga
acgacgcgct
tccgectcecga
cgcgcggcag
tcaaggtgtt
acaccaccga
tcagggcgca
gcgtggtcat
gcaaggtgtt
gctgcaacct
cgaagcatga
gcggcagcct
cccgtcecatcg
ggctggtcge
gcaacgccct
cggagcaggc
agggcaccgg
agctctttgt
gaataagaaa
gagtgggctc
cctatgaccc

agcttctcaa

gctcgacctc
caccaacggc
caagctggcc
aggcggcgtce
ttggtcgctg
catccacgaa
gatgggcgac
cgagagcaac
ggcccagacc
gtgcctgcectce
cgacgatacc
cctggacatc
ggccgcgcetyg
ccagccgcgce
cctctacctg
ggccagccce
ccgtctggcc
caacgacgag
tccececggga
ggttaaggtt
cactgctgtt
ctatgtaaac

aaaagacgaa

<223> Secuencia de aminoacidos combinada de PE, F2 de 2a ORF2 de PCV2, y KDEL

<400> 41

32

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1413



ES 2661026 T3

Gly Ser Glu Glu Ala Phe Asp Leu Trp Asn Glu Cys Ala Lys Ala Cys

Val Leu Asp Leu Lys Asp Gly Val Arg Ser Ser Arg Met Ser Val Asp
20 25 30
Pro Ala Ile Ala Asp Thr Asn Gly Gln Gly Val Leu His Tyr Ser Met
35 40 45
Val Leu Glu Gly Gly Asn Asp Ala Leu Lys Leu Ala Ile Asp Asn Ala
50 55 60
Leu Ser Ile Thr Ser Asp Gly Leu Thr Ile Arg Leu Glu Gly Gly Val
65 70 75 80
Glu Pro Asn Lys Pro Val Arg Tyr Ser Tyr Thr Arg Gln Ala Arg Gly
85 90 95
Ser Trp Ser Leu Asn Trp Leu Val Pro Ile Gly His Glu Lys Pro Ser
100 105 110
Asn Ile Lys Val Phe Ile His Glu Leu Asn Ala Gly Asn Gln Leu Ser
115 120 125
His Met Ser Pro Ile Tyr Thr Thr Glu Met Gly Asp Glu Leu Leu Ala
130 135 140
Lys Leu Ala Arg Asp Ala Thr Phe Phe Val Arg Ala His Glu Ser Asn
145 150 155 160
Glu Met Gln Pro Thr Leu Ala Ile Ser His Ala Gly Val Ser Val Val
165 170 175
Met Ala Gln Thr Gln Pro Arg Arg Glu Lys Arg Trp Ser Glu Trp Ala
180 185 190
Ser Gly Lys Val Leu Cys Leu Leu Asp Pro Leu Asp Gly Val Tyr Asn
195 200 205
Tyr Leu Ala Gln Gln Arg Cys Asn Leu Asp Asp Thr Trp Glu Gly Lys
210 215 220
Ile Tyr Arg Val Leu Ala Gly Asn Pro Ala Lys His Asp Leu Asp Ile
225 230 235 240
Lys Pro Thr Val Ile Ser His Arg Leu His Phe Pro Glu Gly Gly Ser
245 250 255
Leu Ala Ala Leu Thr Ala His Gln Ala Cys His Leu Pro Leu Glu Thr
260 265 270
Phe Thr Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu Glu Gln Cys
275 280 285
Gly Tyr Pro Val Gln Arg Leu Val Ala Leu Tyr Leu Ala Ala Arg Leu
290 295 300
Ser Trp Asn Gln Val Asp Gln Val Ile Arg Asn Ala Leu Ala Ser Pro
305 310 315 320
Gly Ser Gly Gly Asp Leu Gly Glu Ala Ile Arg Glu Gln Pro Glu Gln
325 330 335

33



10

15

20

25

30

35

Ala

Arg

Val

Lys

385

Glu

Ser

Leu

Gln

Leu
465
<210> 42

<211> 28
<212> ADN

Arg

Gln

Ser

370

Ile

Phe

Thr

Thr

Pro

450
Lys

Leu

Gly

355

Leu

Ser

Trp

Ala

Tyr

435

Phe

Asp

Ala

340

Thr

Thr

Ile

Pro

Val

420

Asp

Ser

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Gly

Cys

Pro

Cys

405

Ile

Pro

Tyr

Leu

ES 2661026 T3

Thr

Asn

Glu

Phe

390

Ser

Leu

Tyr

Lys

Leu

470

Leu

Asp

Leu

375

Glu

Pro

Asp

Val

Leu

455
Glu

Ala

Glu

360

Phe

Tyr

Ile

Asp

Asn

440

Leu

<223> Cebador directo para F2 de 2b ORF2 de PCV2

<400> 42

cgagctcttt cttcccccag gagggggce

<210> 43
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso para F2 de 2b ORF2 de PCV2

<400> 43

cccaagcttg taggagaagg gctgggttat 30

<210> 44
<211> 1413
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN combinada de PE, F2 de 2b ORF2 de PCV2, y KDEL

<400> 44

28

34

Ala

345

Ala

Val

Tyr

Thr

Asn

425

Tyr

Lys

Ala

Gly

Pro

Arg

Gln

410

Phe

Ser

Lys

Glu

Ala

Pro

Ile

395

Gly

Val

Ser

Asp

Ser

Ala

Gly

380

Arg

Asp

Thr

Arg

Glu
460

Glu

Asn

365

Gly

Lys

Arg

Lys

His

445

Leu

Arg

350

Ala

Gly

Val

Gly

Ala

430

Thr

Arg

Phe

Asp

Thr

Lys

Val

415

Thr

Ile

Asp

Ile

Val

Asn

Val

400

Gly

Ala

Pro

Glu



10

ggatccgaag
aaggacggcyg
cagggcgtgce
atcgacaacg
gagccgaaca
aactggctgg
ctgaacgccg
gagttgctag
gagatgcagc
cagccgcgcece
gacccgctgg
tgggaaggca
aaacccacgg
accgcgcacc
ggctgggaac
gcggcgcegge
ggcagcggceg
ctgaccctgg
gccggcgcegg
gggggctcaa
gaattctggc
attctagatg
tactcctcce
ctgagagatg
<210>45

<211> 471
<212> PRT

aagcgttcga
tgcgttccag
tgcactactc
ccctcagcecat
agccggtgcg
taccgatcgg
gcaaccagct
cgaagctggc
cgacgctcgce
gggaaaagcg
acggggtcta
agatctaccg
tcatcagtca
aggcttgcca
aactggagca
tgtcgtggaa
gcgacctagg
ccgecgcecga
ccaacgccga
acccccgcetce
cctgctcccce
ataactttgt
gccataccat

aactgaaaga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2661026 T3

cctctggaac
ccgcatgagce
catggtcctg
caccagcgac
ctacagctac
ccacgagaag
cagccacatg
gcgcgatgcece
catcagccat
ctggagcgaa
caactacctc
ggtgctcgcce
tcgcctgcecac
cctgccgetg
gtgcggctat
ccaggtcgac
cgaagcgatc
gagcgagcgce
cgtggtgagc
tgtgcccettt
gatcacccag
aacaaaggcc
aacccagccce

cgaactgctc

gaatgcgcca
gtcgacccgg
gagggcggca
ggcctgacca
acgcgccagg
ccctcgaaca
tcgececgatcet
accttctteg
gccggggtca
tgggccagceg
gcccagcaac
ggcaacccgg
tttcccgagg
gagactttca
ccggtgcagce
caggtgatcc
cgcgagcagc
ttcatccggce
ctgacctgcg
gaatactaca
ggtgacaggg
acagccctca

ttctcctaca

gag

aagcctgcegt
ccatcgccga
acgacgcgct
tccgectcecga
cgcgcggcag
tcaaggtgtt
acaccaccga
tcagggcgca
gcgtggtcat
gcaaggtgtt
gctgcaacct
cgaagcatga
gcggcagcct
cccgtcecatcg
ggctggtcgce
gcaacgccct
cggagcaggc
agggcaccgg
agctctttct
gaataagaaa
gagtgggctc
cctatgaccc

agcttctcaa

gctcgacctc
caccaacggc
caagctggcc
aggcggcgtce
ttggtcgctg
catccacgaa
gatgggcgac
cgagagcaac
ggcccagacc
gtgcctgctce
cgacgatacc
cctggacatc
ggccgcgcetyg
ccagccgcgce
cctctacctg
ggccagccce
ccgtctggcc
caacgacgag
tccececcagga
ggttaaggtt
cagtgctgtt
ctatgtaaac

aaaagacgaa

<223> Secuencia de aminoacidos combinada de PE, F2 de 2b ORF2 de PCV2, y KDEL

<400> 45

35

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1413



ES 2661026 T3

Gly Ser Glu Glu Ala Phe Asp Leu Trp Asn Glu Cys Ala Lys Ala Cys

Val Leu Asp Leu Lys Asp Gly Val Arg Ser Ser Arg Met Ser Val Asp
20 25 30
Pro Ala Ile Ala Asp Thr Asn Gly Gln Gly Val Leu His Tyr Ser Met
35 40 45
Val Leu Glu Gly Gly Asn Asp Ala Leu Lys Leu Ala Ile Asp Asn Ala
50 55 60
Leu Ser Ile Thr Ser Asp Gly Leu Thr Ile Arg Leu Glu Gly Gly Val
65 70 75 80
Glu Pro Asn Lys Pro Val Arg Tyr Ser Tyr Thr Arg Gln Ala Arg Gly
85 90 95
Ser Trp Ser Leu Asn Trp Leu Val Pro Ile Gly His Glu Lys Pro Ser
100 105 110
Asn Ile Lys Val Phe Ile His Glu Leu Asn Ala Gly Asn Gln Leu Ser
115 120 125
His Met Ser Pro Ile Tyr Thr Thr Glu Met Gly Asp Glu Leu Leu Ala
130 135 140
Lys Leu Ala Arg Asp Ala Thr Phe Phe Val Arg Ala His Glu Ser Asn
145 150 155 160
Glu Met Gln Pro Thr Leu Ala Ile Ser His Ala Gly Val Ser Val Val
165 170 175
Met Ala Gln Thr Gln Pro Arg Arg Glu Lys Arg Trp Ser Glu Trp Ala
180 185 190
Ser Gly Lys Val Leu Cys Leu Leu Asp Pro Leu Asp Gly Val Tyr Asn
195 200 205
Tyr Leu Ala Gln Gln Arg Cys Asn Leu Asp Asp Thr Trp Glu Gly Lys
210 215 220
Ile Tyr Arg Val Leu Ala Gly Asn Pro Ala Lys His Asp Leu Asp Ile
225 230 235 240
Lys Pro Thr Val Ile Ser His Arg Leu His Phe Pro Glu Gly Gly Ser
245 250 255
Leu Ala Ala Leu Thr Ala His Gln Ala Cys His Leu Pro Leu Glu Thr
260 265 270
Phe Thr Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu Glu Gln Cys
275 280 285
Gly Tyr Pro Val Gln Arg Leu Val Ala Leu Tyr Leu Ala Ala Arg Leu
290 295 300
Ser Trp Asn Gln Val Asp Gln Val Ile Arg Asn Ala Leu Ala Ser Pro
305 310 315 320
Gly Ser Gly Gly Asp Leu Gly Glu Ala Ile Arg Glu Gln Pro Glu Gln

36



10

15

20

25

30

Ala

Arg

Val

Pro

385

Glu

Ser

Leu

Gln

Leu
465
<210> 46

<211> 28
<212> ADN

Arg

Gln

Ser

370

Arg

Phe

Ser

Thr

Pro

450
Lys

Leu

Gly

355

Leu

Ser

Trp

Ala

Tyr

435

Phe

Asp

Ala

340

Thr

Thr

Val

Pro

Val

420

Asp

Ser

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

325

Leu

Gly

Cys

Pro

Cys

405

Ile

Pro

Tyr

Leu

ES 2661026 T3

Thr

Asn

Glu

Phe

390

Ser

Leu

Tyr

Lys

Leu

470

Leu

Asp

Leu

375

Glu

Pro

Asp

Val

Leu

455
Glu

Ala

Glu

360

Phe

Tyr

Ile

Asp

Asn

440

Leu

<223> Cebador directo para F2 de 2d ORF2 de PCV2

<400> 46

cgagctcttt cttcccccag gagggggce

<210> 47
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso para F2 de 2d ORF2 de PCV2

<400> 47

cccaagcttg taggagaagg gctgggttat 30

<210> 48
<211> 1413
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN combinada de PE, F2 de 2d ORF2 de PCV2, y KDEL

<400> 48

28

37

Ala

345

Ala

Leu

Tyr

Thr

Asn

425

Tyr

Lys

330
Ala

Gly

Pro

Arg

Gln

410

Phe

Ser

Lys

Glu

Ala

Pro

Ile

395

Gly

Val

Ser

Asp

Ser

Ala

Gly

380

Arg

Asp

Thr

Arg

Glu
460

Glu

Asn

365

Gly

Lys

Arg

Lys

His

445

Leu

Arg

350

Ala

Gly

Val

Gly

Ala

430

Thr

Arg

335
Phe

Asp

Ser

Lys

Val

415

Thr

Ile

Asp

Ile

Val

Asn

Val

400

Gly

Ala

Thr

Glu



ES 2661026 T3

ggatccgaag aagcgttcga cctctggaac gaatgcgcca aagcctgcegt gctcgacctce 60
aaggacggcg tgcgttccag ccgcatgagc gtcgacccgg ccatcgccga caccaacggc 120
cagggcgtgc tgcactactc catggtcctg gagggcggca acgacgcgct caagctggcc 180
atcgacaacg ccctcagcat caccagcgac ggcctgacca tccgcectcga aggcggcgtce 240
gagccgaaca agccggtgcg ctacagctac acgcgccagg cgcgcggcag ttggtcgctg 300
aactggctgg taccgatcgg ccacgagaag ccctcgaaca tcaaggtgtt catccacgaa 360
ctgaacgccg gcaaccagct cagccacatg tcgccgatct acaccaccga gatgggcgac 420
gagttgctag cgaagctggc gcgcgatgcc accttcttcg tcagggcgca cgagagcaac 480
gagatgcagc cgacgctcgc catcagccat gccggggtca gcgtggtcat ggcccagacc 540
cagccgcgcece gggaaaagcg ctggagcgaa tgggccagcg gcaaggtgtt gtgcctgcectce 600
gacccgctgg acggggtcta caactacctc gcccagcaac gctgcaacct cgacgatacc 660
tgggaaggca agatctaccg ggtgctcgcc ggcaacccgg cgaagcatga cctggacatc 720
aaacccacgg tcatcagtca tcgcctgcac tttcccgagg gcggcagcect ggccgcecgctg 780
accgcgcacc aggcttgcca cctgccgctg gagactttca cccgtcatcg ccagccgcgce 840
ggctgggaac aactggagca gtgcggctat ccggtgcagc ggctggtcgce cctctacctg 900
gcggcgcggce tgtcgtggaa ccaggtcgac caggtgatcc gcaacgccct ggccagcccce 960
ggcagcggcg gcgacctagg cgaagcgatc cgcgagcagc cggagcaggc ccgtctggcec 1020
ctgaccctgg ccgccgccga gagcgagcgce ttcatccgge agggcaccgg caacgacgag 1080
gccggcgcgg ccaacgccga cgtggtgagce ctgacctgcecg agctctttcet tcccccagga 1140
gggggctcaa gccccctcac tgtgcccttt gaatactaca gaataaggaa ggttaaggtt 1200
gaattctggc cctgctccce aatcacccag ggtgacaggg gagtgagctc cactgcectgtt 1260
attctagatg ataactttgt aacaaaggcc aatgccctaa cctatgaccc ctatgtaaac 1320
tactcctcce gccataccat aacccagccc ttctcctaca agcttctcaa aaaagacgaa 1380
ctgagagatg aactgaaaga cgaactgctc gag 1413

<210> 49

<211> 471

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos combinada de PE, F2 de 2d ORF2 de PCV2, y KDEL

<400> 49

38



Gly

Val

Pro

Val

Leu

65

Glu

Ser

Asn

His

Lys

145

Glu

Met

Ser

Tyr

Ile

225

Lys

Leu

Phe

Gly

Ser

305

Ser

Leu

Ala

Leu

50

Ser

Pro

Trp

Ile

Met

130

Leu

Met

Ala

Gly

Leu

210

Tyr

Pro

Ala

Thr

Tyr

290
Trp

Glu

Asp

Ile

35

Glu

Ile

Asn

Ser

Lys

115

Ser

Ala

Gln

Gln

Lys

195

Ala

Arg

Thr

Ala

Arg

275

Pro

Asn

Glu

Leu

20

Ala

Gly

Thr

Lys

Leu

100

Val

Pro

Arg

Pro

Thr

180

Val

Gln

Val

Val

Leu

260

His

Val

Gln

Ala

Lys

Asp

Gly

Ser

Pro

85

Asn

Phe

Ile

Asp

Thr

165

Gln

Leu

Gln

Leu

Ile

245

Thr

Arg

Gln

Val

Phe

Asp

Thr

Asn

Asp

70

Val

Trp

Ile

Tyr

Ala

150

Leu

Pro

Cys

Arg

Ala

230

Ser

Ala

Gln

Arg

Asp
310

ES 2661026 T3

Asp

Gly

Asn

Asp

55

Gly

Arg

Leu

His

Thr

135

Thr

Ala

Arg

Leu

Cys

215

Gly

His

His

Pro

Leu

295
Gln

Leu

Val

Gly

40

Ala

Leu

Tyr

Val

Glu

120

Thr

Phe

Ile

Arg

Leu

200

Asn

Asn

Arg

Gln

Arg

280

Val

Val

Trp

Arg

25

Gln

Leu

Thr

Ser

Pro

105

Leu

Glu

Phe

Ser

Glu

185

Asp

Leu

Pro

Leu

Ala

265

Gly

Ala

Ile

39

Asn

10

Ser

Gly

Lys

Ile

Tyr

90

Ile

Asn

Met

Val

His

170

Lys

Pro

Asp

Ala

His

250

Cys

Trp

Leu

Arg

Glu

Ser

Val

Leu

Arg

75

Thr

Gly

Ala

Gly

Arg

155

Ala

Arg

Leu

Asp

Lys

235

Phe

His

Glu

Tyr

Asn

315

Cys

Arg

Leu

Ala

60

Leu

Arg

His

Gly

Asp

140

Ala

Gly

Trp

Asp

Thr

220

His

Pro

Leu

Gln

Leu

300
Ala

Ala

Met

His

45

Ile

Glu

Gln

Glu

Asn

125

Glu

His

Val

Ser

Gly

205

Trp

Asp

Glu

Pro

Leu

285

Ala

Leu

Lys

Ser

30

Tyr

Asp

Gly

Ala

Lys

110

Gln

Leu

Glu

Ser

Glu

190

Val

Glu

Leu

Gly

Leu

270

Glu

Ala

Ala

Ala

15

Val

Ser

Asn

Gly

Arg

95

Pro

Leu

Leu

Ser

Val

175

Trp

Tyr

Gly

Asp

Gly

255

Glu

Gln

Arg

Ser

Cys

Asp

Met

Ala

Val

80

Gly

Ser

Ser

Ala

Asn

160

Val

Ala

Asn

Lys

Ile

240

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

320



10

15

Gly

Ala

Arg

Val

Pro

385

Glu

Ser

Leu

Gln

Leu

Ser

Arg

Gln

Ser

370

Leu

Phe

Thr

Thr

Pro

450
Lys

Gly

Leu

Gly

355

Leu

Thr

Trp

Ala

Tyr

435

Phe

Asp

Gly

Ala

340

Thr

Thr

Val

Pro

Val

420

Asp

Ser

Glu

ES 2661026 T3

Asp Leu
325
Leu Thr

Gly Asn

Cys Glu

Phe
390

Pro
Cys Ser
405
Ile Leu

Pro Tyr

Tyr Lys

Leu Leu

Gly

Leu

Asp

Leu

375

Glu

Pro

Asp

Val

Leu

455
Glu

Glu

Ala

Glu

360

Phe

Tyr

Ile

Asp

Asn

440

Leu

Ala

Ala

345

Ala

Leu

Tyr

Thr

Asn

425

Tyr

Lys

Ile

330

Ala

Gly

Pro

Arg

Gln

410

Phe

Ser

Lys

Arg

Glu

Ala

Pro

Ile

395

Gly

Val

Ser

Asp

Glu

Ser

Ala

Gly

380

Arg

Asp

Thr

Arg

Glu
460

Gln Pro

Glu Arg
350
Asn Ala
365
Gly Gly

Lys Val

Arg Gly
Ala
430
Thr

Lys

His
445

Leu Arg

Glu

335

Phe

Asp

Ser

Lys

Val

415

Asn

Ile

Asp

465

<210> 50
<211> 705
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 50

atgacgtatc
catatcctcc
aaaaatggaa
caggtctcac
cccccaggag
gttaaagtgg
actgctgtta
tatgtaaact
tttaccccca
aatcagctgt
gcctttcaaa
ttcagagaat
<210> 51

<211> 234
<212> PRT

caaggaggcyg
gccgeccgccce
tcttcaatgce
caccctcttg
ggggctcaaa
aattctttgce
ttctaaatga
actcctcccg
aacctgtcct
ggatgagact
acagtacaaa

ttaatcttaa

<213> Circovirus porcino

<400> 51

470

ttaccggaga
ctggctcgtc
ccgcctctcecce
ggcggtggac
ccccctcact
aagatccccc
taactttgta
ccataccata
tgattccact
acaaactact
tgcccaggcec

agacccccecceca

agaagacacc
cacccccgcece
cgctcctttg
atgatgagat
gtgccctttg
atcacccaag
acaaaggcca
acccaaccct
attgattact
ggaaatgtag
tacaatgtcc

cttaacccta

40

gccececcgcag
accgctaccg
tttataccgt
ttaatattaa
aatactacag
gtgacagggyg
cagccctaac
tctcctacca
tccaaccaaa
accatgtagg
gtgtaaccat
agtga

ccatcttggce
ttggagaagg
taatgcctca
ccaatttctt
aataagaaag
agtgggctcc
ctatgacccc
ctcccgctac
taacaaaaga
cctcggacac

gtatgtacaa

Gln

Ile

Val

Ser

Val

400

Ser

Ala

Thr

Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
705



ES 2661026 T3

Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg

Ser His Leu Gly His Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro
20 25 30
Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Ala Arg
35 40 45
Leu Ser Arg Ser Phe Val Tyr Thr Val Asn Ala Ser Gln Val Ser Pro
50 55 60
Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asn Gln Phe Leu
65 70 75 80
Pro Pro Gly Gly Gly Ser Asn Pro Leu Thr Val Pro Phe Glu Tyr Tyr
85 90 95
Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Phe Ala Arg Ser Pro Ile Thr
100 105 110
Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala Val Ile Leu Asn Asp Asn
115 120 125
Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr Val Asn Tyr
130 135 140
Ser Ser Arg His Thr Ile Thr Gln Pro Phe Ser Tyr His Ser Arg Tyr
145 150 155 160
Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Ser Thr Ile Asp Tyr Phe Gln Pro
165 170 175
Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Met Arg Leu Gln Thr Thr Gly Asn
180 185 190
Val Asp His Val Gly Leu Gly His Ala Phe Gln Asn Ser Thr Asn Ala
195 200 205
Gln Ala Tyr Asn Val Arg Val Thr Met Tyr Val Gln Phe Arg Glu Phe
210 215 220
Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Asn Pro Lys

225 230
<210> 52
<211>702
<212> ADN
<213> Circovirus porcino

<400> 52

41



10

atgacgtatc
catatcctcce
aaaaatggca
acagtcacaa
cccccgggag
gttaaggttg
agtgctgtaa
tacgtaaact
tttaccccca
aatcagctgt
gcgttcgaaa
ttcagagaat
<210> 53

<211> 233
<212> PRT

caaggaggcg
gccgecgcecce
ttttcaacag
cgccctectg
gggggaccaa
aattctggcc
ttctagatga
actcctcccecg
aacctgtcct
ggatgagaat
acagtaaata

ttaatcttaa

ES 2661026 T3

ttaccggaga
ctggctcgtc
ccgcectcectcece
ggcggtggac
caaaatctct
ctgctcccca
taactttttc
ccataccata
tgattccacc
tcaaaccagt
cgaccaggac

agacccccecca

<213> Circovirus porcino

<400> 53

Met Thr Tyr

1
Ser His

Arg His

Ser

50

Leu
Pro Ser
65

Pro Pro

Arg Ile

Gln Gly

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

Pro

Gly

20

Tyr

Thr

Ala

Gly

Lys

100
Arg

115

Phe Phe
130
Ser

145

Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Ser Thr Ile Asp Tyr Phe Gln Pro

Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Met Arg Ile Gln Thr Ser Lys Asn

Pro

Ser Arg

Lys

His

Arg

5

His

Arg

Phe

Val

Gly

85

Val

Gly

Ser

Thr

Arg

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Thr

Lys

Val

Thr

Ile
150

165

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Pro

Tyr

Arg

Arg

40

Thr

Leu

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

agaagacacc
cacccccgcece
cgcaccttcg
atgctgagat
ataccctttg
atcacccagg
cctaagtcca
ccccagcecct
attgattact
aaaaatgtag
tacaatatcc

cttaaaccct

Arg Arg
10
Arg

25

Arg

Lys Asn

Val Lys

Arg Phe
75
Ile Ser
90
Phe

105

Trp
Ser Ala
Thr Tyr

Pro Phe

gcecececcgecag
accgttaccg
gatatactgt
tcaatattga
agtactacag
gtgacagggyg
cagccctaac
tctcecctacca
tccaaccaaa
accacgtagg
gtgtaaccat

aa

ccatcttggc
ctggagaagg
caaggctacc
cgactttctt
aataagaaag
agttggatcc
ctatgacccc
ctcccegcectac
taacaaaagg
cctcggcact

gtatgtacaa

Arg

Pro

Gly

Ala

Asn

Ile

Pro

Val

Asp

Ser

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140
Tyr

155

170

42

His

Leu

Phe

45

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Arg

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Pro

15

His

Ser

Thr

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Arg

Pro

Arg

Thr

Leu

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr
160

175

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702



10

15

Val Asp His

Gln Asp Tyr Asn Ile Arg Val Thr Met

180

195

210

Asn Leu Lys

225

<210> 54
<211> 471
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 54
tttcttceccece

agaaaggtta
ggctccactg
gacccctatg
cgctacttta
aaaagaaatc
ggacacgcct
gtacaattca
<210> 55

<211> 156
<212> PRT

caggaggggyg
aagtggaatt
ctgttattct
taaactactc
ccecccaaacce
agctgtggat
ttcaaaacag

gagaatttaa

<213> Circovirus porcino

<400> 55

ES 2661026 T3

215
Asp Pro Pro Leu Lys

230

ctcaaacccc
ctttgcaaga
aaatgataac
ctcccgcecat
tgtccttgat
gagactacaa
tacaaatgcc

tcttaaagac

185

200

Pro

ctcactgtgc
tccececcatceca
tttgtaacaa
accataaccc
tccactattg
actactggaa
caggcctaca

cccccactta

220

cctttgaata
cccaaggtga
aggccacagc
aacccttctc
attacttcca
atgtagacca
atgtccgtgt

accctaagtg

190

205

ctacagaata
caggggagtg
cctaacctat
ctaccactcc
accaaataac
tgtaggcctc
aaccatgtat

a

Phe
1
Tyr

Ile

Asp

Asn

65
Arg

Leu Pro Pro

Tyr

Thr

Asn

50

Tyr

Tyr

Arg

Gln

35

Phe

Ser

Phe

Ile

20

Gly

Val

Ser

Thr

Gly Gly

Arg Lys
Asp Arg
Thr Lys

His

70

Arg

Pro
85

Lys

Gly

Val

Gly

Ala

55

Thr

Pro

Ser

Lys

Val

40

Thr

Ile

Val

43

Asn

Val

25

Gly

Ala

Thr

Leu

Pro

10

Glu

Ser

Leu

Gln

Asp
90

Leu

Phe

Thr

Thr

Pro

75

Ser

Thr

Phe

Ala

Tyr

60

Phe

Thr

Val Pro

Ala Arg
30
Val Ile
45
Asp Pro

Ser Tyr

Ile Asp

Phe

15

Ser

Leu

Tyr

His

Tyr
95

Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser Lys Tyr Asp

Tyr Val Gln Phe Arg Glu Phe

Glu

Pro

Asn

Val

Ser

80
Phe

60
120
180
240
300
360
420
471
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15

Gln

Gly

Asn

Pro

Asn

Ala

Asn

100

Asn

Val
115
Gln

Asp

Ala

130

Glu
145
<210> 56

<211> 468
<212> ADN

Phe

Asn Leu

<213> Circovirus porcino

<400> 56

tttcttccce
agaaaggtta
ggatccagtg
gacccctacg
cgctacttta
aaaaggaatc
ggcactgcgt

gtacaattca

cgggaggggyg
aggttgaatt
ctgtaattct
taaactactc
ccecccaaacce
agctgtggat
tcgaaaacag

gagaatttaa

ES 2661026 T3

Lys Arg

His Val
Asn

Tyr

Lys Asp

Asn

Gly

Val

135

Pro

150

gaccaacaaa
ctggccctgce
agatgataac
ctcccgcecat
tgtccttgat
gagaattcaa
taaatacgac

tcttaaagac

Gln Leu
105
Leu Gly
120
Arg Val

Pro Leu

atctctatac
tcccecaatceca
tttttcecta
accatacccc
tccaccattg
accagtaaaa
caggactaca

cccccactta

Trp

His

Thr

Asn

Met Arg

Ala Phe

Met Tyr
140
Pro

155

Lys

cctttgagta
cccagggtga
agtccacagc
agcccttctce
attacttcca
atgtagacca
atatccgtgt

aaccctaa

Leu Gln
110

Gln Asn

125

Val Gln

ctacagaata
caggggagtt
cctaacctat
ctaccactcc
accaaataac
cgtaggcctc

aaccatgtat

<210> 57
<211> 155
<212> PRT

<213> Circovirus porcino

<400> 57

Phe
1
Tyr

Ile

Asp

Asn

65
Arg

Leu

Tyr

Thr

Asn

50

Tyr

Tyr

Pro

Arg

Gln

35

Phe

Ser

Phe

Pro

Ile

20

Gly

Phe

Ser

Thr

Gly Gly

Arg Lys
Asp Arg
Pro

Lys

His

70

Arg

Pro Lys

Gly

Val

Gly

Ser

55

Thr

Pro

Thr

Lys

Val

40

Thr

Ile

Val

44

Asn

Val

25

Gly

Ala

Pro

Leu

Lys

10

Glu

Ser

Leu

Gln

Asp

Ile

Phe

Ser

Thr

Pro

75

Ser

Ser

Trp

Ala

Tyr

60

Phe

Thr

Ile Pro

Pro Cys
30
Val Ile
45
Asp Pro

Ser Tyr

Ile Asp

Phe

15

Ser

Leu

Tyr

His

Tyr

Thr Thr

Ser Thr

Phe Arg

Glu

Pro

Asp

Val

Ser

80
Phe

60
120
180
240
300
360
420
468



ES 2661026 T3

85 90 95
Gln Pro Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Met Arg Ile Gln Thr Ser
100 105 110
Lys Asn Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser Lys
115 120 125
Tyr Asp Gln Asp Tyr Asn Ile Arg Val Thr Met Tyr Val Gln Phe Arg
130 135 140
Glu Phe Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Lys Pro
145 150 155
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Reivindicaciones

Composicion inmunogénica de circovirus porcino de tipo 2 (PCV2), que comprende un péptido antigénico
seleccionado de uno de:

a) un péptido no rico en arginina de un marco de lectura abierto 2 (ORF2) de PCV2 seleccionado
del grupo consistente en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 55y SEQ ID NO: 57; o
b) una proteina de fusion recombinante que comprende, desde el extremo amino hasta el extremo
carboxilo de la proteina de fusién recombinante:
un péptido PE que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 35;
el péptido no rico en arginina del ORF2 de PCV2 (a); y
un péptido sefal KDEL que tiene la secuencia de SEQ ID No: 31.

Composicion inmunogénica de PCV2 segun la reivindicacion 1, que ademas comprende marcos de
lectura abiertos (ORF) distintos del ORF2 del PCV2 y en la que los ORF distintos de ORF2 comprenden
ORF1y ORF3.

Composicion inmunogénica de PCV2 segun la reivindicacion 1, que ademas comprende al menos un
antigeno de patdgeno seleccionado del grupo consistente en un antigeno de virus de la gripe porcina
(SIV), un antigeno de virus de sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV), un antigeno de
micoplasma, antigeno de parvovirus porcino (PPV), un antigeno de erisipela y un antigeno de virus de
seudorrabia.

Composicion inmunogénica segun la reivindicacion 1, que ademas comprende al menos un agente
seleccionado del grupo consistente en vehiculos, disolventes, emulsionantes, agentes de suspension,
agentes de descomposicion, agentes de union, excipientes, agentes estabilizantes, agentes quelantes,
diluyentes, agentes gelificantes, conservantes, lubricantes, agentes tensioactivos, adyuvantes vy
portadores biolégicos.

Procedimiento para producir un fragmento de antigeno de PCV2, que comprende:

disponer una secuencia de ADN que codifica un péptido no rico en arginina de un ORF2 de PCV2
en un sistema de expresion procariota, seleccionandose el péptido no rico en arginina del ORF2 de
PCV2 del grupo consistente en las SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 55y SEQ ID NO: 57; y

expresar la secuencia de ADN que codifica el péptido no rico en arginina del ORF2 de PCV2 para
obtener un fragmento de antigeno de la composiciéon inmunogénica de PCV2.

Procedimiento segun la reivindicacion 5, donde la secuencia de ADN que codifica el péptido no rico en
arginina del ORF2 de PCV2 se selecciona del grupo consistente en las SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 56.
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