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DESCRIPCIÓN 

Polipéptidos inmunogénicos de mycoplasma hyopneumoniae 

Antecedentes 

1. Campo técnico 

En la presente memoria se describen los métodos y materiales implicados en la protección de un animal contra 5 
neumonía enzoótica. 

2. Información sobre antecedentes 

La neumonía enzoótica en cerdos, también denominada neumonía micoplasmática, está provocada por Mycoplasma 
hyopneumoniae. La enfermedad es crónica y no fatal, afectando a cerdos de todas las edades. Aunque los cerdos 
infectados muestran únicamente síntomas ligeros de tos y fiebre, la enfermedad tiene un impacto económico 10 
significativo debido a una reducción de la eficacia de la alimentación y una reducción de la ganancia de peso. La 
neumonía enzoótica se transmite a través de organismos transportados por el aire expelidos de los pulmones de los 
cerdos infectados. La infección primaria de M. hyopneumoniae puede venir seguida de una infección secundaria de 
otras especies de Mycoplasma, p. ej., Mycoplasma hyorhinis y Mycoplasma flocculare, así como de otros patógenos 
bacterianos. 15 

La M. hyopneumoniae infecta los conductos respiratorios de los cerdos, colonizando la tráquea, los bronquios y los 
bronquiolos. El patógeno produce un factor ciliostático que hace que los cilios que recubren los pasillos respiratorios 
dejen de moverse. Finalmente, los cilios degeneran, dejando a los cerdos con propensión a infecciones de 
patógenos secundarios. En los cerdos infectados se observan lesiones características de áreas de consolidación de 
color púrpura a gris. Muestreos en cerdos llevados a matadero revelaron lesiones en entre el 30% y el 80%. Los 20 
resultados de 37 piaras de 13 estados indicaron que el 99% de las piaras tenía cerdos con lesiones de neumonía 
típicas de la neumonía enzoótica. Por lo tanto, existe una necesidad por medidas efectivas preventivas y de 
tratamiento. 

Los Mycoplasmas varían su estructura superficial mediante una serie compleja de eventos genéticos para presentar 
un mosaico estructural al sistema inmune del hospedante. El cambio de fase de las moléculas superficiales se 25 
produce a través de una variedad de mecanismos tales como cambios en el número de unidades repetitivas durante 
la replicación de ADN, inversiones genómicas, eventos de transposición y/o conversión génica. Véase, por ejemplo, 
Zhang y Wise, 1997, Mol. Microbiol., 25: 859-69; Theiss y Wise, 1997, J. Bacteriol., 179: 4013-22; Sachse et al., 
2000, Infect. Immun., 68: 680-7; Dybvig y Uy, 1994, Mol. Microbiol., 12: 547-60; y Lysnyansky et al., 1996, J. 
Bacteriol., 178: 5395-5401. Todos los genes identificados de variable de fase y cambio de fase en micoplasmas que 30 
codifican para proteínas superficiales son lipoproteínas. 

Sumario 

Se describen materiales y métodos para proteger un animal de la neumonía enzoótica. Se han descubierto ácidos 
nucleicos de Mycoplasma hyopneumoniae que codifican polipéptidos de superficie celular que pueden usarse para 
inducir una respuesta inmune protectora en un animal susceptible a la neumonía. Más específicamente, se 35 
describen polipéptidos inmunogénicos purificados de estos polipéptidos para uso como antígenos para provocar una 
respuesta inmune en un animal, p. ej. un cerdo. Adicionalmente, se describen ácidos nucleicos que codifican estos 
polipéptidos inmunogénicos para uso en la generación de una respuesta inmune en un animal. Los polipéptidos 
purificados y aislados descritos en la presente memoria pueden combinarse con vehículos farmacéuticamente 
aceptables para introducirlos en un animal. Se discuten los materiales y métodos para determinar si un animal tiene 40 
un anticuerpo reactivo a los polipéptidos descritos en la presente memoria. 

En un aspecto, la invención proporciona un polipéptido inmunogénico purificado de 8 a 30 aminoácidos de longitud, 
cuya secuencia de aminoácidos comprende al menos ocho residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 
8. 

En otro aspecto, la invención proporciona mutantes del polipéptido inmunogénico descrito anteriormente, donde 45 
dichos polipéptidos mutantes retienen la inmunogenicidad y presentan una variación de aminoácido conservativa en 
comparación con el polipéptido natural. 

Los polipéptidos inmunogénicos y los polipéptidos inmunogénicos mutantes de la invención incluyen al menos 8 
residuos consecutivos (p. ej., al menos 10, 12, 15, 20 ó 25) de SEQ ID NO: 8. 

En otro aspecto, la invención proporciona una composición que incluye uno o más de los polipéptidos 50 
inmunogénicos o de los polipéptidos inmunogénicos mutantes de la invención descritos anteriormente. 

En un aspecto, la invención proporciona una composición que comprende los polipéptidos inmunogénicos o los 
polipéptidos inmunogénicos mutantes descritos anteriormente de la invención para uso en provocar una respuesta 
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inmune en un animal. Dicha composición puede administrarse oralmente, intranasalmente, intraperitonealmente, 
intramuscularmente, subcutáneamente o intravenosamente. Un animal representativo en el que se pueden introducir 
las composiciones de la invención es un cerdo. 

En otro aspecto, la invención proporciona un ácido nucleico aislado que consiste en una secuencia de nucleótidos 
que codifica un polipéptido inmunogénico de 8 a 30 aminoácidos de longitud, cuya secuencia de aminoácidos 5 
comprende al menos ocho residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8 ó un mutante del polipéptido 
inmunogénico en el que el mutante presenta una variación de aminoácido conservativa en comparación con el 
polipéptido natural, y en el que el polipéptido mutante retiene la inmunogenicidad. Un ácido nucleico representativo 
que codifica dichos polipéptidos inmunogénicos presenta una secuencia de nucleótidos que es un fragmento de 
SEQ ID NO: 7. 10 

La invención también proporciona un vector que contiene un ácido nucleico de la invención. Un vector puede incluir 
además una secuencia de control de expresión ligada operativamente al ácido nucleico. La invención proporciona 
adicionalmente células hospedantes que comprenden dichos vectores. La invención además proporciona una 
composición que incluye dichos vectores y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 

En otro aspecto adicional, la invención proporciona una composición de la invención para uso en provocar una 15 
respuesta inmune en un animal. Dichas composiciones se pueden administrar oralmente, intranasalmente, 
intraperitonealmente, intramuscularmente, subcutáneamente o intravenosamente. Generalmente, el animal es un 
cerdo. 

En otro aspecto adicional, la invención proporciona un método para determinar si un animal tiene un anticuerpo 
reactivo frente a un polipéptido inmunogénico de la invención o no, comprendiendo dicho método: poner en contacto 20 
una muestra de ensayo procedente de dicho animal con el polipéptido inmunogénico en condiciones permisibles 
para la unión específica del polipéptido inmunogénico con el anticuerpo; y detectar la presencia o la ausencia de la 
unión específica, donde la presencia de unión específica indica que el animal tiene el anticuerpo, y la ausencia de la 
unión específica indica que el animal no tiene el anticuerpo. 

Generalmente, una muestra de ensayo apropiada es un fluido biológico tal como sangre, fluido nasal, fluido de la 25 
garganta o fluido pulmonar. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico está unido a un soporte sólido tal 
como una placa de microtitulación, o bolitas de poliestireno. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico 
es marcado. A modo de ejemplo, la etapa de detección puede ser mediante radioinmunoensayo (RIA), 
inmunoensayo enzimático (EIA) o ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA). 

En otro aspecto, la invención proporciona un kit de diagnóstico para detectar la presencia de un anticuerpo en una 30 
muestra de ensayo, donde dicho anticuerpo reacciona con un polipéptido inmunogénico de la invención, 
comprendiendo dicho kit uno o más de los polipéptidos inmunogénicos de la invención. 

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria 
tienen el mismo significado entendido habitualmente por los especialistas en la técnica a la que pertenece esta 
invención. Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente 35 
memoria en la práctica o en la evaluación de la presente invención, los métodos y materiales adecuados se 
describen más adelante. En caso de conflicto, la presente especificación, que incluye definiciones, será la que 
controle. Adicionalmente, los materiales, métodos y ejemplos son meramente ilustrativos y no pretender ser 
limitantes. 

A partir de la siguiente descripción detallada y de las reivindicaciones, se harán evidentes otras características y 40 
ventajas de la invención. 

Descripción de las figuras 

FIGURA 1: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C2-mhp210 (SEQ ID NO: 1), un parálogo de P102 
procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 2: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP210 (SEQ ID NO: 2) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 45 

FIGURA 3: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C2-mhp211 (SEQ ID NO: 3) procedente de la cepa 232 de 
M. hyopneumoniae. 

FIGURA 4: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP211 (SEQ ID NO: 4) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 5: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C27-mhp348 (SEQ ID NO: 5), un parálogo de P102 
procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 50 

FIGURA 6: es la secuencia de polipéptido de C27-MHP348 (SEQ ID NO: 6) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 
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FIGURA 7: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C28-mhp545 (SEQ ID NO: 7) procedente de la cepa 232 
de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 8: es la secuencia de polipéptido de C28-MHP545 (SEQ ID NO: 8) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 9: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C28-mhp662 (SEQ ID NO: 9) procedente de la cepa 232 
de M. hyopneumoniae. 5 

FIGURA 10: es la secuencia de polipéptido de C28-MHP662 (SEQ ID NO: 10) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 11: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C28-mhp663 (SEQ ID NO: 11), un parálogo de P102 
procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 12: es la secuencia de polipéptido de C28-MHP663 (SEQ ID NO: 12) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 13: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C2-mhp036 (SEQ ID NO: 13), un parálogo de P102 10 
procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 14: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP036 (SEQ ID NO: 14) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 15: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C2-mhp033 (SEQ ID NO: 15), un parálogo parcial de 
P102 procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 16: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP033 (SEQ ID NO: 16) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 15 

FIGURA 17: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C2-mhp034 (SEQ ID NO: 17), un parálogo parcial de 
P102 procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 18: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP034 (SEQ ID NO: 18) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 19: es la secuencia de ácido nucleico que codifica C28-mhp545 (SEQ ID NO: 19) procedente de la cepa J 
de M. hyopneumoniae. 20 

FIGURA 20: es la secuencia de polipéptido de C28-MHP545 (SEQ ID NO: 20) de la cepa J de M. hyopneumoniae. 

FIGURA 21: es la estructura de los parálogos de P102 y su organización en el cromosoma. 

FIGURA 22: muestra un mapa y una representación de hidrofilicidad de P216. El panel superior representa un 
diagrama esquemático de la secuencia de proteína P216. Los asteriscos indican localizaciones de péptidos usadas 
para clonar el gen (izquierda, aminoácidos 94-105) y usados para fabricar antisueros específicos para P130 25 
(derecha, aminoácidos 1654-1668). La flecha indica la posición del evento de ruptura principal. La caja gris indica la 
posición del fragmento de 30 kDa clonado y expresado (aminoácidos 1043-1226). Los triángulos sólidos invertidos 
son localizaciones de residuos de triptófano codificados por codones TGA. Las cajas con trama son la localización 
de los dominios de espiral enrollada. La caja blanca indica la localización del BNBD (aminoácidos 1012-1029). La 
caja negra representa el dominio transmembrana (aminoácidos 7-30). El panel inferior representa el gráfico de 30 
hidrofilicidad. 

Descripción detallada 

En esta solicitud se usan las siguientes abreviaturas: aa, aminoácido(s); Ab, anticuerpo(s); pb, par(es) base; CHEF, 
campo eléctrico homogéneo fijado; H., Haemophilus; kb, kilobase(s) ó 1.000 pb; Kn, canamicina; LB, medio Luria-
Bertoni; M., Mycoplasma; mAb, Ab monoclonal; ORF, marco de lectura abierto; PCR, reacción en cadena de 35 
polimerasa; R, resistente/resistencia; Tn, transposón(es); ::, nueva unión (fusión o inserción). En la Tabla 1 se 
muestran los códigos de designación de una letra y de tres letras correspondientes a aminoácidos. 

TABLA 1 

Códigos de designación de aminoácidos 

Aminoácido Código de tres 
letras 

Código de una 
letra Aminoácido Código de tres 

letras 
Código de 
una letra 

Alanina Ala A Leucina Leu L 

Arginina Arg R Lisina Lys K 

Asparagina Asn N Metionina Met M 

Ácido Aspártico Asp D Fenilalanina Phe F 

Cisteína Cys C Prolina Pro P 
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Códigos de designación de aminoácidos 

Aminoácido Código de tres 
letras 

Código de una 
letra Aminoácido Código de tres 

letras 
Código de 
una letra 

Ácido Glutámico Glu E Serina Ser S 

Glutamina Gln Q Treonina Thr T 

Glicina Gly G Triptófano Trp W 

Histidina His H Tirosina Tyr Y 

Isoleucina Ile I Valina Val V 

Polipéptidos y ácidos nucleicos de M. hyopneumoniae 

Tal como se emplea en la presente memoria, el término “polipéptido” se refiere a un polímero de tres o más 
aminoácidos ligados covalentemente mediante enlaces de amida. Un polipéptido puede ser modificado post-
traduccionalmente o no. Tal como se usa en la presente memoria, el término “polipéptido purificado” se refiere a una 
preparación de polipéptidos que está sustancialmente libre de material celular u otros polipéptidos contaminantes 5 
procedentes de la fuente celular o tisular de la cual deriva el polipéptido, o sustancialmente libre de precursores 
químicos u otros productos químicos cuando se sintetiza químicamente. Por ejemplo, una preparación de polipéptido 
está sustancialmente libre de material celular cuando el polipéptido se separa de los componentes de la célula a 
partir de la cual se obtiene el polipéptido o se produce recombinantemente. Por tanto, una preparación de 
polipéptido que está sustancialmente libre de material celular incluye, por ejemplo, una preparación que tiene menos 10 
de aproximadamente 30%, 20%, 10% ó 5% (en peso seco) de polipéptidos heterólogos (también denominados en la 
presente memoria “polipéptidos contaminantes”). Cuando un polipéptido se produce recombinantemente, el 
polipéptido también está preferiblemente sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo 
representa menos de aproximadamente el 20%, 10%, 5% del volumen de la preparación de polipéptido. Cuando un 
polipéptido se produce mediante síntesis química, preferiblemente está sustancialmente libre de precursores 15 
químicos u otros productos químicos, es decir, está separado de precursores químicos u otros productos químicos 
que están implicados en la síntesis del polipéptido. Por consiguiente, dichas preparaciones de polipéptidos tienen 
menos de aproximadamente el 30%, 20%, 10%, 5% (en peso seco) de precursores químicos o compuestos 
diferentes al polipéptido de interés. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “mutante” se refiere a un polipéptido, o a un ácido nucleico que 20 
codifica un polipéptido, que tiene una o más variaciones de aminoácidos conservativas u otras modificaciones 
menores tales que (1) el polipéptido correspondiente tiene una función sustancialmente equivalente en comparación 
con el polipéptido natural o (2) un anticuerpo levantado contra el polipéptido es inmunorreactivo con el polipéptido 
natura. 

El término “variación conservativa” denota el reemplazamiento de un residuo de aminoácido por otro residuo 25 
biológicamente similar, o el reemplazamiento de un nucleótido de una secuencia de ácido nucleico de tal modo que 
el residuo de aminoácido codificado no cambia o es otro residuo biológicamente similar. Los ejemplos de variaciones 
conservativas incluyen la sustitución de un residuo hidrofóbico tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por 
otro residuo hidrofóbico, o la sustitución de un residuo polar por otro residuo polar, tal como la sustitución de arginina 
por lisina, ácido glutámico por aspártico, o glutamina por Asparagina, y otros similares. El término “variación 30 
conservativa” también incluye el uso de un aminoácido sustituido en lugar de un aminoácido de origen no sustituido 
siempre que los anticuerpos elevados para el polipéptido sustituido también inmunorreaccionen con el polipéptido no 
sustituido. 

Se puede usar cualquier capa de M. hyopneumoniae como material de partida para producir los polipéptidos y 
ácidos nucleicos de la presente invención. Las cepas adecuadas de M. hyopneumoniae pueden obtenerse a partir 35 
de una variedad de fuentes, que incluyen repositorios tales como la American Type Culture Collection (ATCC) 
(Manassas, Va.) y la NRRL Culture Collection (Agricultural Research Service, Departamento de Agricultura de 
EE.UU., Peoria, Ill.). Las cepas de M. hyopneumoniae también pueden obtenerse a partir de secreciones o tejidos 
pulmonares de animales enfermos seguidos de la inoculación del medio de cultivo adecuado. 

Un polipéptido inmunogénico de la presente invención tiene una longitud de 8-30 aminoácidos y comprende al 40 
menos 8 residuos consecutivos de la secuencia mostrada en la Figura 8. Un polipéptido inmunogénico de la 
presente invención puede ser un fragmento de un polipéptido que tenga una secuencia de aminoácidos mostrada en 
la Figura 8. Un polipéptido inmunogénico de la invención tiene ocho o más aminoácidos de longitud. Por ejemplo, un 
polipéptido inmunogénico puede tener 10, 12, 15, 20, 25, 30 aminoácidos de longitud. Un polipéptido de la presente 
invención también puede ser un mutante de un polipéptido de 8-30 aminoácidos de longitud y que comprende al 45 
menos 8 residuos consecutivos de la secuencia de aminoácidos mostrada en la Figura 8. Las mutaciones a nivel de 
aminoácido o de ácido nucleico pueden ser útiles para mejorar el rendimiento de los polipéptidos, su 
inmunogenicidad o antigenicidad, o su compatibilidad con varios sistemas de expresión, adyuvantes y modos de 
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administración. Los fragmentos sintéticos o recombinantes de polipéptidos naturales o mutados se caracterizan por 
uno o más de los sitios antigénicos de los polipéptidos de M. hyopneumoniae nativos, cuyas secuencias se ilustran 
en las Figuras 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20. 

Los polipéptidos de la presente invención pueden obtenerse a partir de células de M. hyopneumoniae o pueden 
producirse en células hospedantes transformadas con ácidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos. Los 5 
polipéptidos recombinantes producidos a partir de células hospedantes transformadas pueden incluir residuos que 
no están relacionados con M. hyopneumoniae. Por ejemplo, un polipéptido recombinante puede ser un polipéptido 
de fusión que contiene una porción de aminoácidos derivada de un vector de expresión, o de otra fuente, además de 
la porción derivada de M. hyopneumoniae. Un polipéptido recombinante también puede incluir una metionina de 
partida. Los polipéptidos recombinantes de la invención presentan la antigenicidad de un polipéptido de M. 10 
hyopneumoniae, cuya secuencia se ilustra en la Figura 8. 

La secuencia de ácido nucleico que codifica la SEQ ID NO: 8 de longitud completa se muestra en la Figura 7. La 
presente invención abarca secuencias de ácido nucleico que codifican polipéptidos inmunogénicos de la invención, 
es decir, capaces de activar anticuerpos u otras respuestas inmunes (p. ej., respuestas de células T del sistema 
inmune) que reconocen epítopos del polipéptido que tiene una secuencia ilustrada en la Figura 8. 15 

El término “ácido nucleico” tal como se usa en la presente memoria abarca ARN y ADN, que incluye ADNc, ADN 
genómico y ADN sintético (p. ej., sintetizado químicamente). El ácido nucleico puede ser de cadena doble o de 
cadena sencilla. Cuando es de cadena sencilla, el ácido nucleico puede ser la cadena sentido o la cadena 
antisentido. Adicionalmente, el ácido nucleico puede ser circular o lineal. 

El término “aislado” tal como se usa en la presente memoria con referencia a ácido nucleico se refiere a un ácido 20 
nucleico natural que no es inmediatamente contiguo a ambas secuencias con las que es inmediatamente contiguo 
(una en el extremo 5’ y otra en el extremo 3’) en el genoma natural del organismo del cual deriva. Por ejemplo, un 
ácido nucleico puede ser, sin limitación, una molécula de ADN recombinante de cualquier longitud, siempre que se 
elimine o esté ausente una de las secuencias de ácido nucleico que normalmente se encuentran flanqueando 
inmediatamente a la molécula de ADN recombinante en un genoma natural. Así, un ácido nucleico aislado incluye, 25 
sin limitación, un ADN recombinante que existe como una molécula separada (p. ej., un ADNc o un fragmento de 
ADN producido mediante PCR o tratamiento de endonucleasa de restricción) independiente de otras secuencias, así 
como ADN recombinante que se incorpora en un vector, un plásmido replicante autónomamente, un virus (p. ej., un 
retrovirus, adenovirus o herpesvirus), o en el ADN genómico de un procarionte o un eucarionte. Además, un ácido 
nucleico aislado puede incluir una molécula de ADN recombinante que es parte de una secuencia de ácido nucleico 30 
híbrida o de fusión. 

El término “aislado” tal como se usa en la presente memoria en referencia a ácido nucleico también incluye cualquier 
ácido nucleico no natural, ya que las secuencias de ácido nucleico no naturales no se dan en la naturaleza y no 
tienen secuencias inmediatamente contiguas en un genoma natural. Por ejemplo, se considera que un ácido 
nucleico no natural tal como un ácido nucleico modificado es un ácido nucleico aislado. 35 

Se puede fabricar ácido nucleico modificado usando técnicas habituales de clonación molecular o de síntesis 
química de ácido nucleico. El ácido nucleico no natural aislado puede ser independiente de otras secuencias, o 
puede estar incorporado en un vector, un plásmido replicante autónomamente, un virus (p. ej., un retrovirus, 
adenovirus o herpesvirus), o el ADN genómico de un procarionte o un eucarionte. Adicionalmente, un ácido nucleico 
no natural puede incluir una molécula de ácido nucleico que es parte de una secuencia de ácido nucleico híbrida o 40 
de fusión. 

Será evidente para los especialistas en la técnica que un ácido nucleico que existe entre cientos a millones de otras 
moléculas de ácido nucleico dentro de, por ejemplo, bibliotecas de ADNc o genómicas, o en tiras de gel que 
contienen digesto de restricción de ADN genómico, no debe considerarse un ácido nucleico aislado. 

El término “exógeno” tal como se usa en la presente memoria en referencia a ácido nucleico y una célula particular 45 
se refiere a cualquier ácido nucleico que no tenga su origen en dicha célula particular tal como se encuentra en la 
naturaleza. Por tanto, el ácido nucleico no natural se considera exógeno para una célula una vez introducido en la 
célula. Es importante destacar que el ácido nucleico no natural puede contener secuencias o fragmentos de ácido 
nucleico de secuencias de ácido nucleico que se encuentran en la naturaleza siempre que el ácido nucleico 
completo no exista en la naturaleza. Por ejemplo, una molécula de ácido nucleico que contiene una secuencia de 50 
ADN genómico dentro de un vector de expresión es un ácido nucleico no natural, y por tanto es exógeno para una 
célula una vez introducido en la célula, ya que la molécula de ácido nucleico en su totalidad (ADN genómico más 
ADN vector) no existe en la naturaleza. De este modo, cualquier vector, plásmido replicante autónomamente o virus 
(p. ej., retrovirus, adenovirus o herpesvirus) que como un todo no exista en la naturaleza se considera que es un 
ácido nucleico no natural. Se deduce que los fragmentos de ADN genómico producidos mediante PCR o tratamiento 55 
de endonucleasa de restricción, así como de ADNc son considerados como ácido nucleico no natural, ya que existen 
como moléculas separadas no encontradas en la naturaleza. También se deduce que cualquier ácido nucleico que 
contenga una secuencia promotora y una secuencia codificadora de polipéptido (p. ej., ADNc o ADN genómico) en 
una disposición que no se da en la naturaleza es un ácido nucleico no natural. 
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Un ácido nucleico que existe en la naturaleza puede ser exógeno para una célula particular. Por ejemplo, un 
cromosoma completo aislado a partir de una célula de la persona X es un ácido nucleico con respecto a una célula 
de la persona Y una vez que el cromosoma ha sido introducido en una célula de Y. 

También se proporcionan las moléculas de ácido nucleico recombinante que son útiles para la preparación de los 
polipéptidos mencionados anteriormente. Las moléculas de ácido nucleico recombinantes preferidas incluyen, sin 5 
limitación, (1) las que codifican polipéptidos inmunogénicos de la invención que tienen una secuencia de ácido 
nucleico que es un fragmento de la secuencia de la Figura 7; (2) vectores de clonación o de expresión que contienen 
secuencias que codifican polipéptidos recombinantes de la presente invención; (3) secuencias de ácido nucleico que 
se hibridan con las secuencias que codifican polipéptidos de M. hyopneumoniae de la invención; (4) secuencias de 
ácido nucleico degeneradas que codifican polipéptidos de la invención. 10 

Los ácidos nucleicos de la invención pueden insertarse en cualquiera de una amplia variedad de vectores de 
expresión mediante una variedad de procedimientos, generalmente a través del uso de un sitio apropiado de 
endonucleasa de restricción. Los vectores adecuados incluyen, por ejemplo, vectores que consisten en segmentos 
de secuencias cromosomales, no cromosomales y de ácido nucleico sintético, tal como varios derivados conocidos 
de SV40; plásmidos bacterianos conocidos, p. ej., plásmidos de E. coli que incluyen colE1, pCR1, pBR322, pMB9 y 15 
sus derivados; plásmidos de espectro más amplio de hospedantes, p. ej., RP4; ADNs de fago, p. ej., los numerosos 
derivados del fago λ, p. ej., NM 989, y otros fagos de ADN tales como M13 o fagos de ADN de cadena sencilla 
filamentosos; plásmidos de levadura tales como el plásmido 2µ o derivados del mismo; ADN vírico tal como 
baculovirus, vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar o pseudo-rabia; y vectores derivados de combinaciones de 
plásmidos y ADNs de fago, tales como los plásmidos que han sido modificados para emplear ADN de fago u otras 20 
secuencias de control de la expresión. 

Dentro de cada vector de clonación o expresión específico, se pueden seleccionar varios sitios para la inserción de 
los ácidos nucleicos de la invención. Estos sitios normalmente son designados por la endonucleasa de restricción 
que los corta, y existen varios métodos conocidos para insertar ácidos nucleicos en dichos sitios para formar 
moléculas recombinantes. Estos métodos incluyen, por ejemplo, marcado con colas dG-dC o dA-dT, ligación directa, 25 
ligandos sintéticos, reacciones de reparación ligadas a exonucleasa y polimerasa seguidas de ligación, o extensión 
de la cadena de ácido nucleico con ADN polimerasa y una plantilla de cadena sencilla apropiada seguida de 
ligación. Debe entenderse que un vector de clonación o expresión útil en esta invención no necesita tener un sitio de 
endonucleasa de restricción para la inserción del fragmento de ácido nucleico elegido, y que la inserción se puede 
producir por medios alternativos. 30 

Para la expresión de los ácidos nucleicos de esta invención, estas secuencias de ácido nucleico son ligadas 
operativamente a una o más secuencias de control de la expresión del vector de expresión. Dicha ligación operativa, 
que puede ser efectuada antes o después de que el ácido nucleico elegido sea insertado en un vehículo de 
clonación, permite a las secuencias de control de la expresión controlar y promover la expresión del ácido nucleico 
insertado. 35 

Se puede usar cualquiera de una amplia variedad de secuencias de control de la expresión –secuencias que 
controlan la expresión de un ácido nucleico cuando están ligados operativamente a él– en estos vectores para 
expresar las secuencias de ácido nucleico de esta invención. Dichas secuencias de control de la expresión útiles 
incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y tardío de SV40, los sistemas lac o trp, el sistema TAC o TRC, el 
operador principal y las regiones promotoras de λ, las regiones de control de proteína de cubierta fd, el promotor 40 
para fosfoglicerato quinasa y otras enzimas glicolíticas, los promotores de ácido fosfatasa, p. ej. Pho5, los 
promotores de los factores de emparejamiento α de levadura, y otras secuencias conocidas por controlar la 
expresión de genes en células procarióticas o eucarióticas o sus virus, y combinaciones diversas de los mismos. El 
vector de expresión también incluye una secuencia no codificadora para un sitio de unión a ribosoma para el inicio 
de la traducción y un terminador de transcripción. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para 45 
amplificar la expresión. En células de mamífero, adicionalmente es posible amplificar las unidades de expresión 
ligando el gen al que codifica para deshidrofolato reductasa y aplicando una selección para albergar células de 
ovario de hámster chino. 

El vector o vehículo de expresión, y en particular los sitios elegidos en él para la inserción del fragmento de ácido 
nucleico seleccionado, y la secuencia de control de la expresión empleada en esta invención se determinan a través 50 
de una serie de factores, p. ej., el número de sitios susceptibles a una enzima de restricción particular, el tamaño del 
polipéptido que va a ser expresado, características de expresión tales como la localización de los codones de inicio y 
parada respecto a las secuencias de vector, y otros factores reconocidos por los especialistas en la técnica. La 
elección de un vector, secuencia de control de la expresión y/o sitio de inserción se determina mediante un equilibrio 
de estos factores, ya que no todas las selecciones son igualmente efectivas para un caso dado. 55 

A continuación se puede emplear la molécula de ácido nucleico recombinante que contiene la secuencia 
codificadora deseada ligada operativamente a una secuencia de control de la expresión para transformar una amplia 
variedad de hospedantes apropiados de tal modo que permita a dichos hospedantes (transformantes) expresar la 
secuencia codificadora, o fragmento de la misma, y producir el polipéptido, o porción del mismo, para el cual codifica 
el ácido nucleico híbrido. La molécula de ácido nucleico recombinante también se puede emplear para transformar 60 
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un hospedante de tal modo que permita que se hospede en la replicación para producir moléculas adicionales de 
ácido nucleico recombinante como fuente de secuencias codificadoras de M. hyopneumoniae y fragmentos de las 
mismas. 

Una amplia variedad de hospedantes también son útiles para producir polipéptidos y ácidos nucleicos de esta 
invención. Estos hospedantes incluyen, por ejemplo, bacterias tales como E. coli, Bacillus y Streptomyces, hongos 5 
tales como levaduras y células animales o vegetales en cultivos de tejido. La selección de un hospedante apropiado 
para estos usos está controlada por una serie de factores. Éstos incluyen, por ejemplo, la compatibilidad con el 
vector elegido, la toxicidad de los co-productos, la facilidad para recuperar el polipéptido deseado, las características 
de expresión, la bioseguridad y el coste. No se puede hacer una elección absoluta de hospedante para una molécula 
de ácido nucleico o polipéptido recombinante en particular a partir de uno solo de estos factores. En su lugar, se 10 
aplica un compromiso de estos factores evidenciando que no todos los hospedantes pueden ser igualmente 
efectivos para la expresión de una molécula de ácido nucleico recombinante particular. 

También se entiende que las secuencias de ácido nucleico que son insertadas en el sitio seleccionado de un vector 
de clonación o de expresión pueden incluir nucleótidos que no son parte de la secuencia codificadora real para el 
polipéptido deseado o pueden incluir solo un fragmento de la secuencia codificadora completa para dicho 15 
polipéptido. Solo se requiere que, cualquiera que sea la secuencia de ADN empleada, el hospedante transformado 
produce un polipéptido que tiene la antigenicidad de los polipéptidos de M. hyopneumoniae nativos. 

Por ejemplo, en un vector de expresión de esta invención, se puede fusionar un ácido nucleico de esta invención en 
el mismo marco de lectura a una porción de una secuencia de ácido nucleico que codifica para al menos un 
polipéptido vehículo eucariótico o procariótico o una secuencia de ácido nucleico que codifica para al menos una 20 
secuencia señal eucariótica o procariótica, o combinaciones de los mismos. Dichas construcciones pueden ayudar 
en la expresión de la secuencia de ácido nucleico deseada o a mejorar la purificación, permitir la secreción y 
preferiblemente la maduración del polipéptido deseado desde la célula hospedante. Alternativamente, la secuencia 
de ácido nucleico puede incluir un codón de inicio ATG, solo o junto a otros codones, fusionado directamente a la 
secuencia que codifica el primer aminoácido de un polipéptido deseado. Dichas construcciones permiten la 25 
producción, por ejemplo, de un metionilo u otro polipéptido de peptidilo que es parte de esta invención. Esta 
metionina o péptido N-terminal puede someterse entonces a ruptura intracelularmente o extracelularmente a través 
de una variedad de procesos conocidos, o el polipéptido se puede usar junto con la metionina u otra fusión unidad a 
ella en las composiciones y métodos de esta invención. 

La secuencia de ácido nucleico apropiada presente en el vector cuando es introducido en un hospedante puede 30 
expresar parte o solo una porción del polipéptido que es codificado, siendo suficiente que el polipéptido expresado 
sea capaz de activar un anticuerpo u otra respuesta inmune que reconozca un epítopo de la secuencia de 
aminoácido mostrada en la Figura 8. Por ejemplo, al emplear E. coli como organismo hospedante, el codón UGA es 
un codón de parada de tal modo que el polipéptido expresado solo puede ser un fragmento del polipéptido 
codificado por el vector, y por lo tanto, generalmente se prefiere que todos los codones UGA se la secuencia de 35 
ácido nucleico apropiada sean convertidos en codones no de parada. Alternativamente, se puede introducir en el 
hospedante una secuencia de ácido nucleico adicional que codifica un ARN-t que traduce el codón UGA en un 
residuo de triptófano. 

El polipéptido expresado por el hospedante transformado por el vector puede ser recolectado por métodos 
conocidos por los especialistas en la técnica, y usado para la protección de un animal no humano tal como cerdo, 40 
ganado vacuno, etc., contra neumonía enzoótica causada por M. hyopneumoniae. El polipéptido se usa en una 
cantidad efectiva para proporcionar protección contra neumonía enzoótica causada por M. hyopneumoniae y puede 
usarse en combinación con un vehículo fisiológicamente aceptable adecuado como se describe más adelante. 

Detección de M. hyopneumoniae 

Los polipéptidos de la presente invención también se pueden usar como antígenos para fines diagnósticos para 45 
determinar si una muestra de ensayo biológico contiene antígenos de M. hyopneumoniae o anticuerpos para estos 
antígenos. Dichos ensayos para infección de M. hyopneumoniae en un animal habitualmente implican incubar una 
muestra biológica que contiene anticuerpos procedente de un animal que se sospecha que padezca dicha afección 
en presencia de un polipéptido marcado detectablemente de la presente invención, y detectar la unión. El polipéptido 
inmunogénico generalmente está presente en una cantidad que es suficiente para producir un nivel detectable de 50 
unión con un anticuerpo presente en la muestra que contiene anticuerpos. 

Por lo tanto, en este aspecto de la invención, el polipéptido se puede unir a un soporte en fase sólida, p. ej., una 
placa de microtitulación, que sea capaz de inmovilizar células, partículas celulares o polipéptidos solubles. A 
continuación se puede lavar el soporte con disoluciones tamponantes adecuadas seguido de un tratamiento con la 
muestra del animal. El soporte de fase sólida puede entonces ser lavado con el tampón una segunda vez para 55 
eliminar los anticuerpos no ligados. Se añade polipéptido marcado y se lava el soporte una tercera vez para eliminar 
los anticuerpos marcados no ligados. La cantidad de marca ligada sobre dicho soporte sólido se puede detectar a 
continuación empleando medios convencionales. 
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Con “soporte de fase sólida” se pretende indicar cualquier soporte capaz de ligar antígeno o anticuerpos. Los 
soportes, o vehículos, bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon, 
amilasas, celulosas naturales y modificadas (especialmente nitrocelulosa), poliacrilamidas, agarosa y magnetita. La 
naturaleza del vehículo puede ser soluble en cierta medida o insoluble para los propósitos de la presente invención. 
El material soporte puede presentar virtualmente cualquier configuración estructural posible siempre que la molécula 5 
acoplada sea capaz de unirse a un antígeno o anticuerpo. Así, la configuración del soporte puede ser esférica, como 
en una bolita, o cilíndrica, con en la superficie interior de un tubo de ensayo, o la superficie externa de una varilla. 
Alternativamente, la superficie puede ser plana tal como por ejemplo una hoja o tira de ensayo. Los soportes 
preferidos incluyen bolitas de poliestireno. 

Los anticuerpos específicos de M. hyopneumoniae pueden marcarse de forma detectable ligando los mismos a una 10 
enzima y usándolos en un inmunoensayo enzimático (EIA), o en un ensayo inmunosorbente ligado a enzima 
(ELISA). Dicha enzima, a su vez, cuando sea expuesta más tarde a su sustrato, reaccionará con el sustrato de tal 
manera que producirá un resto químico que puede detectarse, por ejemplo, a través de medios 
espectrofotométricos, fluorimétricos o visuales. Las enzimas que pueden usarse para marcar de forma detectable 
anticuerpos específicos de M. hyopneumoniae incluyen, aunque sin limitación, peroxidasa de rábano, malato 15 
deshidrogenasa, estafilococo nucleasa, delta-V-esteroide isomerasa, deshidrogenasa de alcohol de levadura, alfa-
glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, alcalino fosfatasa, asparaginasa, glucosa oxidasa, beta-
galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glucoa/nilasa y acetilcolinesterasa. 

La detección se puede realizar usando cualquiera de una variedad de inmunoensayos. Por ejemplo, marcando 
radiactivamente la proteína recombinante, es posible detectar la unión de anticuerpos a través de 20 
radioinmunoensayo (RIA). El isótopo radiactivo se puede detectar a través de medios tales como el uso de un 
contador gamma o un contador de centelleo o mediante autorradiografía. Los isótopos que son particularmente útiles 
para el propósito de la presente invención incluyen 3H, 125I, 131I, 35S y 14C, preferiblemente 125I. 

También es posible marcar el polipéptido recombinante con un compuesto fluorescente. Cuando el polipéptido 
marcado fluorescentemente es expuesto a luz de la longitud de onda apropiada, su presencia se puede detectar 25 
entonces debido a la fluorescencia. Entre los compuestos de marcado fluorescente usados más comúnmente se 
encuentran el isotiocianato de fluoresceína, la rodamina, la ficoeriterina, la ficocianina, la aloficocianina, el o-
ftaldehído y la fluorescamina. El polipéptido también puede marcarse de forma detectable usando la fluorescencia 
que emiten metales como el 152 Eu u otros de la serie de los lantánidos. Estos metales se pueden unir a la proteína 
usando grupos quelantes de metales tales como el ácido dietilentriaminopentaacético (DTPA) o el ácido 30 
etilendiaminotetraacético (EDTA). 

El polipéptido también se puede marcar de forma detectable acoplándolo a un compuesto quimioluminiscente o 
bioluminiscente. La presencia del polipéptido marcado quimioluminiscentemente se determina entonces detectando 
la presencia de la luminiscencia que surge durante el transcurso de una reacción química. La bioluminiscencia es un 
tipo de quimioluminiscencia que se da en sistemas biológicos en los que una proteína catalítica aumenta la eficacia 35 
de la reacción quimioluminiscente. Los ejemplos de compuestos de marca quimioluminiscente particularmente útiles 
son luminol, isoluminol, éster teromático de acridinio, imidazol, sal de acridinio y éster de oxalato. Los compuestos 
bioluminiscentes importantes para los propósitos de marcado son la luciferina, la luciferasa y aequorina. 

La detección de la marca se puede llevar a cabo mediante un contador de centelleo, por ejemplo, si la marca 
detectable es un emisor de radiación gamma, o mediante un fluorómetro, por ejemplo, si la marca es un material 40 
fluorescente. En el caso de una marca enzimática, la detección se puede llevar a cabo empleando métodos 
colorimétricos que usan un sustrato para la enzima. La detección también se puede llevar a cabo mediante 
comparación visual de la extensión de la reacción enzimática de un sustrato en comparación con patrones 
preparados de forma similar. 

La detección de los focos de anticuerpos marcados de forma detectable es indicativa de una enfermedad o estado 45 
disfuncional y puede usarse para medir M. hyopneumoniae en una muestra. La ausencia de dichos anticuerpos o de 
otra respuesta inmune indica que el animal no ha sido ni vacunado ni infectado. Para los propósitos de la presente 
invención, la bacteria que es detectada a través de este ensayo puede estar presente en una muestra biológica. Se 
puede usar cualquier muestra que la contenga, sin embargo, uno de los beneficios de la presente invención 
diagnóstica es que se puede evitar la eliminación de tejido invasivo. Por lo tanto, preferiblemente, la muestra es un 50 
fluido biológico tal como, por ejemplo, sangre o fluido nasal, de la garganta o pulmonar, pero la invención no está 
limitada a ensayos que usen estas muestras. 

La detección in situ se puede llevar a cabo eliminando un espécimen histológico de un animal, y proporcionando la 
combinación de anticuerpos marcados de la presente invención a dicho espécimen. El anticuerpo (o fragmento) 
preferiblemente se proporciona aplicando o superponiendo el anticuerpo (o fragmento) marcado sobre una muestra 55 
biológica. Mediante el uso de dicho procedimiento, es posible determinar no solo la presencia de M. hyopneumoniae 
sino también su distribución en el tejido examinado. Usando la presente invención, los especialistas en la técnica 
percibirán fácilmente que se puede modificar cualquiera de una amplia variedad de métodos histológicos (tales como 
los procedimientos de tinción) a fin de lograr la detección in situ. 
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Alternativamente, se puede evaluar una muestra (p. ej., una muestra de fluido o de tejido) para determinar la 
presencia de una secuencia que codifica para un polipéptido de M. hyopneumoniae de la invención mediante 
reacción con una secuencia de ácido nucleico recombinante o sintética contenida dentro de la secuencia mostrada 
en la Figura 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 o cualquier secuencia de ARN equivalente a dicha secuencia de ácido 
nucleico. La ausencia de la secuencia codificadora indica que el animal no ha sido vacunado ni infectado. Este 5 
ensayo implica métodos de síntesis, amplificación o hibridación de secuencias de ácido nucleico que son conocidas 
por los especialistas en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2ª edición, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY; PCR, A Practical Approach, Volúmenes 
1 y 2, McPherson et al. (eds.), Oxford University Press, 1992 y 1995; y PCR Strategies, Innis (ed.), Academic Press, 
1995. 10 

Composiciones 

La presente invención también contempla una composición (p. ej., una vacuna) que comprende los polipéptidos 
recombinantes de la presente invención, o secuencias de ácido nucleico que codifican estos polipéptidos, para 
inmunizar o proteger animales no humanos, preferiblemente cerdos, contra infecciones de M. hyopneumoniae, 
particularmente neumonía enzoótica. Los términos “proteger” o “protección” cuando se usan respecto a la 15 
composición para neumonía enzoótica descrita en la presente memoria significan que la composición previene la 
neumonía enzoótica provocada por M. hyopneumoniae y/o reduce la gravedad de la enfermedad. Cuando una 
composición provoca una respuesta inmunológica en un animal, el animal se considera seropositivo, es decir, el 
animal produce una cantidad detectable de anticuerpos contra un polipéptido de la invención. Los métodos para 
detectar una respuesta inmunológica en un animal son bien conocidos. 20 

Las composiciones generalmente incluyen una dosis inmunológicamente efectiva de un polipéptido de la invención. 
Una dosis “inmunológicamente efectiva” es una cantidad que, cuando se administra a un animal, provoca una 
respuesta inmunológica en el animal pero no hace que el animal desarrolle síntomas clínicos graves de una 
infección. Un animal que ha recibido una dosis inmunológicamente efectiva es un animal inoculado o un animal que 
contiene un inoculante de una cantidad inmunológicamente efectiva de un polipéptido de la invención. Las dosis 25 
inmunológicamente efectivas se pueden determinar experimentalmente y pueden variar de acuerdo con el tipo, 
tamaño, edad y estado de salud del animal vacunado. La vacunación puede incluir una única inoculación o múltiples 
inoculaciones. Pueden ser útiles otros calendarios y cantidades de vacunación, incluyendo dosis de vacunas de 
refuerzo. 

La composición puede emplearse en combinación con un vehículo, que puede ser cualquiera de una amplia 30 
variedad de vehículos. Los vehículos representativos incluyen agua esterilizada, disolución salina, disoluciones 
tamponadas, aceite mineral, alumbre y polímeros sintéticos. También se pueden usar agentes adicionales para 
mejorar las propiedades de suspensión y dispersión en una disolución. La selección de un vehículo adecuado 
depende de la manera en la que la composición vaya a ser administrada. La composición generalmente se emplea 
en animales no humanos que son susceptibles de contraer neumonía enzoótica, en particular, cerdos. 35 

La composición se puede administrar mediante cualquier método adecuado, tal como inyección intramuscular, 
subcutánea, intraperitoneal o intravenosa. Alternativamente, la composición puede administrarse intranasalmente u 
oralmente, tal como mezclando los componentes activos con pienso o agua, o proporcionando una forma de 
comprimido. Son particularmente adecuados para la administración de un ácido nucleico métodos tales como el 
bombardeo de partículas, la microinyección, la electroporación, la transfección con fosfato cálcico, la transfección 40 
liposomal y la transfección vírica. Las composiciones de ácido nucleico y los métodos para su administración son 
conocidos en la técnica, y se describen en las Patentes de EE.UU. Nº 5.836.905; 5.703.055; 5.589.466 y 5.580.859. 
Otros medios para la administración de la composición serán evidentes para los especialistas en la técnica a partir 
de los contenidos de la presente memoria; por consiguiente, el alcance de la invención no está limitado a una forma 
de administración particular. 45 

La composición también puede incluir componentes activos o adyuvantes (p. ej., adyuvante incompleto de Freund), 
además de el(los) antígeno(s) o fragmentos descritos anteriormente en la presente memoria. Se pueden usar 
adyuvantes para potenciar la inmunogenicidad de un antígeno. Entre los adyuvantes que pueden usarse se 
encuentran las emulsiones de aceite y agua, el adyuvante completo de Freund, el adyuvante incompleto de Freund, 
Corynebacterium parvum, Hemophilus, Mycobacterium butyricum, hidróxido de aluminio, sulfato de dextrano, óxido 50 
de hierro, alginato sódico, Bacto-Adyuvante, determinados polímeros sintéticos tales como poli aminoácidos y co-
polímeros de aminoácidos, saponina, carragenina iota, RegressinTM, AvridineTM, Mannite monooleate, aceite de 
parafina y dipéptido de muramilo. 

Las composiciones o vacunas de ácido nucleico o polipéptidos descritas en la presente memoria pueden combinarse 
con materiales de envasado que incluyan instrucciones de uso para su venta como artículos de fabricación o kits. 55 
Los componentes o métodos para producir artículos de fabricación son bien conocidos. Los artículos de fabricación 
pueden combinar una o más vacunas (p. ej., ácido nucleico o polipéptido) como las descritas en la presente 
memoria. En dichos kits se pueden incluir instrucciones que describan cómo una vacuna es efectiva para prevenir la 
incidencia de una infección de M. hyopneumoniae, prevenir la aparición de los síntomas clínicos de una infección de 
M. hyopneumoniae, aliviar los síntomas clínicos de una infección de M. hyopneumoniae, reducir el riesgo de los 60 
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síntomas clínicos de una infección de M. hyopneumoniae, reducir la aparición de los síntomas clínicos de una 
infección de M. hyopneumoniae y/o la propagación de infecciones de M. hyopneumoniae en animales. 

Convenientemente, las vacunas de la invención pueden proporcionarse en una forma pre-envasada en cantidades 
suficientes para una dosis protectora para un único animal o para un número especificado de animales, por ejemplo, 
en ampollas selladas, cápsulas o cartuchos. 5 

La aplicación de los contenidos de la presente invención a un problema o un entorno específicos se encuentra entre 
las capacidades del especialista en la técnica. En los siguientes ejemplos se muestran ejemplos de productos y 
procesos de la presente invención. 

La invención se describirá adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invención 
descrita en las reivindicaciones. 10 

Ejemplos 

A. P102 y sus parálogos 

Ejemplo A.1 – Cepas de Mycoplasma 

Las cepas de Mycoplasma hyopneumoniae usadas incluyeron la 232, la J y la Beaufort. La fuente y las condiciones 
de cultivo usadas para cultivar M. hyopneumoniae son como se describen en Scarman et al. (1997) Microbiology 15 
143: 663-673. 

Ejemplo A.2 – Clonación del gen que codifica P102 

El gen que codifica P102 se obtuvo mediante reacción en cadena de polimerasa (PCR) y se clonó en pTrcHis 
(Invitrogen). Los oligonucleótidos TH130 y TH131 se usaron para amplificar la región que codifica los aminoácidos 
33 a 887 de P102 a partir de pISM1217 como se describe en Hsu y Minion ((1998) Infect. Immun. 66: 4762-4766). El 20 
producto PCR que tenía los sitios de enzima de restricción 5’ BamHI y 3’ PstI fue digerido secuencialmente con 
BamHI y PstI, purificado en gel y ligado en ADN plásmido pTrcHis digerido con BamHI/PstI. La mezcla de ligación se 
transformó en Escherichia coli CSH50, y los transformantes fueron seleccionados para resistencia a ampicilina (100 
µg por mL). El plásmido resultante se secuenció con el cebador SA1528 para confirmar la inserción y la orientación 
del injerto. 25 

Se llevó a cabo una mutagénesis dirigida a sitio sobre la secuencia insertada para eliminar codones TGA, que 
codifican para triptófano en Mycoplasmas. Se llevó a cabo mutagénesis dirigida usando el kit QuikChange Site-
Directed Mutagenesis de Stratagene (Stratagene, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cambiaron cinco 
codones TGA de la secuencia clonada a TGG usando los siguientes pares de cebadores: 

P102.2f: 5’-GAT AAT TTT AAA AAA TGG TCG GCA AAA ACA GTT TTA ACT GCT GCC-3’ (SEQ ID NO: 21); 30 
P102.2r: 5’-GGC AGC AGT TAA AAC TGT TTT TGC CGA CCA TTT TTT AAA ATT ATC-3’ (SEQ ID NO: 22); 

P102.3f: 5’-GAA AGA GGA AGT AAT TGG TTT TCA CGA CTT GAA AGA GC-3’ (SEQ ID NO: 23); 
P102.3r: 5’-GCT CTT TCA AGT CGT GAA AAC CAA TTA CTT CCT CTT TC-3’ (SEQ ID NO: 24); 

P102.4f: 5’-CTA AAA TTC TAA AAT CCT GGC TTG AAA CAA ATC TTC AAG GC-3’ (SEQ ID NO: 25); 
P102.4r: 5’-GCC TTG AAG ATT TGT TTC AAG CCA GGA TTT TAG AAT TTT AG-3’ (SEQ ID NO: 26); 35 

P102.5f: 5’-GCC TCT CTG ATT ATT GGT ATG GAT CTC CGA ATT C-3’ (SEQ ID NO: 27); 
P102.5r: 5’-GAA TTC GGA GAT CCA TAC CAA TAA TCA GAG AGG C-3’ (SEQ ID NO: 28); 

P102.6f: 5’-GGG ACA AGC ATT TGG ACA GCT TTT AAT TTC G-3’ (SEQ ID NO: 29); 
P102.6r: 5’-CGA AAT TAA AAG CTG TCC AAA TGC TTG TCC C-3’ (SEQ ID NO: 30); 

E. coli XL1-Blue MRF’ fue el receptor para cada etapa de mutagénesis. Para confirmar la secuencia y los cambios 40 
de base individuales, y para determinar si se habían introducido errores durante las etapas de clonación y 
mutagénesis, se secuenció el producto final usando los cebadores: 

P102.2-SEQ: 5’-TCC GAC GAT GAC GAT AAG-3’ (SEQ ID NO: 31); 
P102.5-SEQ: 5’-TGG AAA ATT AGT TCT TGG-3’ (SEQ ID NO: 32); 
P102.6-SEQ: 5’-AGT TTC CAC TTC ATC GCC-3’ (SEQ ID NO: 33); 45 

La construcción final se designó pISM1316.6. 

Ejemplo A.3 – Expresión y purificación de P102 

El plásmido pISM1316.6 se transformó en E. coli ER1458 (F- Δ(lac)U169 lon-100 hsdR araD139 rpsL (StrR) supF 
mcrA trp+ zjj202::Tn10(TetR) hsdR2(rk-mk+) mcrB1), un mutante de proteasa Lon, en preparación para la expresión 
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de proteína. Se diluyó 1:10 un cultivo de una noche en medio de supercaldo fresco (por litro; 32 g de Bacto triptona, 
20 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro sódico, pH 7,3) que contiene isopropil tiogalactopiranoside (IPTG) y 
cóctel inhibidor de proteasa (Sigma P8848) a una dilución 1:200. El cultivo se incubó durante 5 horas a 30ºC con 
agitación. Las células fueron recolectadas mediante centrifugación y resuspendidas en tampón TS (Tris 10 mM, 
cloruro sódico 100 mM, pH 7,4) más urea 8 M y 2 mg/mL de lisozima. Tras incubar durante 30 minutos en hielo, la 5 
suspensión se congeló en un baño de etanol en hielo seco y se pasó secuencialmente a través de tres ciclos de 
congelación-descongelación. El ADN cromosomal se cortó haciendo pasar la suspensión a través de una aguja del 
18, y los restos celulares insolubles se eliminaron mediante centrifugación. La disolución final se hizo pasar a través 
de una columna de resina Talon Metal Affinity (Clontech Laboratories, Inc., CA). La columna se lavó con 10 
volúmenes de columna de tampón TS que contenía imidazol 10 mM. La proteína ligada se eluyó con tampón TS que 10 
contenía imidazol 500 mM, y el eluyente de columna se dializó durante la noche contra salino tamponado con fosfato 
(Na2HPO4 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4). Se determinó la pureza de las preparaciones de proteína mediante 
electroforesis de gel de dodecilsulfato sódico y mediante inmunotransferencia usando anticuerpos monoclonales 
6xHis (Clontech). 

Ejemplo A.4 – Generación de antisueros de P102 15 

Se inmunizaron ratones con 10 µg de P102 purificado mezclado con 200 µL de adyuvante incompleto de Freund, y 
en el día 21 se administraron las segundas dosis. Se desarrolló ascitis mediante la introducción de células de 
mieloma Sp2 usando el método de Luo y Lin ((1997) BioTechniques 23: 630-632), y el fluido ascítico fue dividido en 
alícuotas y almacenado a -70ºC. Se evaluó la especificidad de anticuerpos mediante análisis de inmunotransferencia 
usando proteína P102 purificada y antígeno completo de M. hyopneumoniae. 20 

Ejemplo A.5 – Análisis microscópico inmunoelectrónico de secciones celulares marcadas con inmuno-oro 

Para determinar si P102 está expuesto en la superficie o está asociado con la adhesina de cilio P97, se usó un 
antisuero anti-P102 policlonal monoespecífico en los siguientes estudios microscópicos inmunoelectrónicos para 
determinar la localización de P102 en la célula de Mycoplasma. 

Las cepas de M. hyopneumoniae 90-1 y 60-3 fueron cultivadas en medio de Friis modificado (Friis (1971) Acta Vet. 25 
Scand. 12: 69-79) hasta la fase mid log según se ha descrito (Hsu et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 1317-1323). Las 
células fueron peletizadas mediante centrifugación y lavadas una vez disolución salina tamponada de fosfato (PBS) 
mediante centrifugación. Las células fueron resuspendidas en PBS y a continuación se hicieron reaccionar con fluido 
ascítico anti-P102 diluido 1:50, o con sobrenadante de cultivo de células F1B6 (Zhang et al. (1995) Infect. Immun. 
63: 1013-1019) diluido 1:10, durante una noche a 4ºC. Al siguiente día, las células fueron lavadas cinco veces con 30 
PBS y se hicieron reaccionar entonces durante 30 minutos a temperatura ambiente con IgG anti-ratón de cabra + 
IgM marcado con partículas de oro de 10 nm (EY Laboratories, Inc., San Mateo, Calif.) diluidas 1:25. A continuación 
las células fueron lavadas cinco veces con PBS y peletizadas mediante centrifugación. 

Los pelets celulares finales fueron fijados con glutaraldehído al 3% en tampón de cacodilato sódico 0,1 M (pH 7,2) a 
4ºC durante una noche. Los pelets fueron lavados tres veces, 15 minutos cada vez, con tampón de cacodilato sódico 35 
0,1 M y post-fijados con tetróxido de osmio al 1% en tampón de cacodilato sódico 0,1 M durante 2 horas a 
temperatura ambiente. Entonces las partículas fueron lavadas con agua destilada, pasadas a través de una serie de 
acetona y embebidas en Embed 812 y Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). 

Para las secciones traqueales, se inocularon cerdos libres de Mycoplasma intratraquealmente con la cepa 232 de M. 
hyopneumoniae tal como se describe en Thacker et al. ((1997) Potentiation of PRRSV pneumonia by dual infection 40 
with Mycoplasma hyopneumonaie. En Conference of Research Workers in Animal Diseases. Ellis, R.P. (ed.) 
Chicago, IL: Iowa State University Press, pág. 190). Tras 10 y 21 días, los cerdos fueron sacrificados y se extrajeron 
las tráqueas. Se fijaron bloques de tejido de un cm con glutaraldehído al 1% durante una noche, se deshidrataron en 
una serie de acetona y se embebieron como se ha indicado anteriormente. Se tiñeron secciones gruesas (1-2 µm) 
con azul de metileno policromo y se examinaron mediante microscopía para determinar regiones que contenían 45 
epitelio ciliado. A continuación se prepararon secciones finas (80-90 nm) para marcado. Para algunos estudios, se 
embebieron células cultivadas in vitro y se seccionaron antes de la tinción. Las secciones fueron pretratadas con 
cloruro de amonio (1%) durante 1 hora, glicina 0,05 M en PBS durante 15 minutos, y se bloquearon durante 30 
minutos en gelatina de pez al 2% + albúmina de suero bovino al 2% en tampón TS (Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 
7,5). Los anticuerpos primarios fueron diluidos (1:50) en tampón TS y se hicieron reaccionar con secciones durante 50 
30 minutos a temperatura ambiente. Las secciones fueron lavadas seis veces con tampón TS, y a continuación se 
incubaron con IgG anti-ratón de cabra + IgM marcada con partículas de oro de 10 nm (diluido 1:2) durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Se diluyeron los anticuerpos primarios y el conjugado y se centrifugaron 
brevemente (12.000 x g durante 5 minutos) para eliminar los agregados de oro antes de su uso. A continuación se 
lavaron las secciones seis veces con tampón TS, se secaron, se sometieron a contraste con vapores de osmio 55 
durante 2 minutos y se tiñeron con acetato de uranilo-citrato de plomo. Las secciones se examinaron en un 
microscopio electrónico Hitachi 500 a 75 kV. 

En las células cultivadas in vitro, se observó que las partículas de oro estaban externas respecto a las células y 
estaban asociadas principalmente a la matriz extracelular. Se observaron resultados similares para las células 
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teñidas antes o después de la fijación y el seccionamiento. Ocasionalmente, se observaron partículas asociadas con 
la superficie celular, y en raras ocasiones se observaron partículas intracelularmente. En las células asociadas con 
cilios porcinos, sin embargo, se observaron partículas de oro intracelularmente con una concentración elevada. 
También se observó P102 en asociación con cilios porcinos, a menudo en agregados o a elevadas concentraciones. 
La matriz extracelular que era tan prominente en células cultivadas en caldo no era evidente en las secciones de 5 
epitelios de cerdos infectados. 

Ejemplo A.6 – Electroforesis bi-dimensional 

Se llevó a cabo una electroforesis de gel bi-dimensional (2-DGE) esencialmente como se describe en Guerreiro et al. 
((1997) Mol. Plant Microbe Interact., 10:506-16). Se prepararon tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) de la 
primera dimensión (180 mm, pH lineal y no lineal 3-10 y pH lineal 4-7 y 6-11; Amersham Pharmacia Biotech, 10 
Uppsala, Suecia) para enfocar para la inmersión en tampón de hidratación (urea 8 M, CHAPS al 0,5% p/v, DTT al 
0,2% p/v, Bio-Lyte al 0,52% p/v y una traza de azul de bromofenol) durante una noche. Se diluyó proteína de célula 
completa de M. hyopneumoniae (100 µg para geles analíticos, 0,5-1,0 mg para geles preparativos e 
inmunotransferencias) con tampón de muestra (urea 8 M, CHAPS al 4% p/v, DTT al 1% p/v, Bio-Lyte 3-10 al 0,8% 
p/v, Tris 35 mM, y azul de bromofenol al 0,02% p/v) hasta un volumen de 50 a 100 µL para aplicación a un extremo 15 
anódico de cada tira IPG. Se llevó a cabo el enfoque isoeléctrico con una unidad de electroforesis Multiphor II 
(Pharmacia) para 200 kVh a 20ºC excepto para las tiras de pH 6-11, que fueron sometidas a electroforesis para 85 
kVh. Las tiras IEF fueron reducidas y alquiladas en Tris-HCl (0,5 M, pH 6,8) que contenía urea 6 M, 30% p/v de 
glicerol, 2% p/v de dodecilsulfato sódico (SDS), 2% p/v de DTT y 0,02% de azul de bromofenol. Las tiras 
equilibradas fueron colocadas en ExcelGels de Pharmacia (T = 12 a 14% de acrilamida) para SDS-PAGE usando el 20 
Multiphor II. Las condiciones electroforéticas consistieron en 200 voltios durante 1,5 horas seguido de 4 horas a 600 
voltios a 5ºC. Los geles fueron teñidos en Azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad, Hercules, CA) y las proteínas fueron 
transferidas a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) usando una unidad de transferencia Hoefer TE70 
Series SemiPhor Semi-Dry (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). La transferencia se llevó a cabo 
durante 1,5 horas a máximo voltaje y a una corriente medida multiplicando el área del gel (cm2) por 0,8 mA. 25 

Ejemplo A.7 – Análisis post-separación 

Las manchas de proteína fueron escindidas de los geles usando un escalpelo esterilizado y se colocaron en una 
bandeja de 96 pocillos. Las piezas de gel fueron lavadas con bicarbonato amónico 50 mM/acetonitrilo al 100% 
(60:40 v/v) y a continuación se secaron en una Speed Vac (Savant Instruments, Holbrook, NY) durante 25 minutos. 
A continuación las piezas de gel se hidrataron en 12 µL de 12 ng µL-1 de tripsina modificada de grado de 30 
secuenciamiento (Promega, Madison, WI) durante 1 hora a 4ºC. Se retiró la disolución de tripsina de exceso y las 
piezas de gel fueron sumergidas en bicarbonato amónico 50 mM e incubadas durante una noche a 37ºC. Los 
péptidos eluídos fueron concentrados y desalinizados usando C18Zip-TipsTM (Millipore Corp., Bedford, MA). Los 
péptidos fueron lavados en columna con 10 µL de ácido fórmico al 5%. Los péptidos ligados fueron eluídos del Zip-
TipTM en disolución de matriz (10 mg mL-1 de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico [Sigma] en acetonitrilo al 70%) 35 
directamente en la placa diana. Se adquirieron espectros de masas de espectrometría de masas de tiempo-en-vuelo 
de desorción/ionización por láser asistida por matriz (MALDI-TOF MS) usando un PerSeptive Biosystems Voyager 
DE-STR (Framingham, MA) o un Micromass TofSpec2E (Micromass, Manchester, R.U.). Ambos instrumentos 
estaban equipados con láseres de nitrógeno de 337 nm. Todos los espectros fueron obtenidos en modo 
reflectrón/extracción retardada, promediando 256 disparos de láser por muestra. Se llevó a cabo una calibración 40 
interna de espectro de dos puntos en base a péptidos de autolisis de tripsina porcina interna (iones [M+H]+ 842,5 y 
2211,10 ). Se usó una lista de picos monoisotópicos correspondiente a la masa de péptidos trípticos generados para 
buscar una versión traducida modificada del genoma de M. hyopneumoniae. Las identificaciones exitosas se 
basaron en el número de masas de péptido coincidentes y en el porcentaje de cobertura de secuencia logrado por 
esas coincidencias. Se llevó a cabo un secuenciamiento N-terminal de Edman como se ha descrito previamente 45 
(Nouwens et al., 2000). 

Ejemplo A.8 – P102 se expresa en superficie 

Para generar un anticuerpo específico de P102, se expresó proteína P102 recombinante en E. coli y a continuación 
se purificó como se indica a continuación. La secuencia codificadora para P102 se obtuvo del plásmido pISM1217, 
que contenía la secuencia completa de P102 (Hsu y Minion (1998) Infect. Immun. 66: 4762-4766). La región de la 50 
secuencia codificadora que codifica los aminoácidos 33-887 se amplificó mediante PCR usando cebadores que tiene 
los sitios de restricción BamHI y PstI en los extremos 5’ para permitir la clonación en pTrcHis. La construcción 
resultante fue designada pISM1249. Para permitir la expresión de la secuencia codificadora en E. coli, se alteraron 
los codones TGA de la secuencia de pISM1249 mediante mutagénesis dirigida a sitio a codones TGG. La 
construcción final pISM1316.6 se secuenció para confirmar estos cambios y para buscar errores introducidos 55 
mediante PCR durante la etapa de mutagénesis. 

La expresión de la secuencia clonada en pISM1316.6 dio como resultado una proteína marcada con poli-histidina de 
aproximadamente 100 kDa. Los niveles de expresión de P102 fueron bajos en E. coli a pesar de la eliminación de 
los codones de parada de ópalo (TGA). Se usó una columna de resina Talon Metal Affinity para eliminar las 
proteínas de E. coli contaminantes durante la purificación. Se usó antisuero hiperinmune de ratón activado contra 60 
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esta proteína recombinante en análisis de inmunotransferencia de células completas de M. hyopneumoniae. El 
antisuero anti-P102 mostró tres bandas que indican la presencia de proteínas de reactividad cruzada o que el P102 
estaba siendo procesado proteolíticamente. El tratamiento con tripsina de células enteras seguido de 
inmunotransferencia y desarrollo con el antisuero anti-P102 mostró que el P102 estaba localizado sobre la superficie 
de la membrana; todas las bandas inmunorreactivas fueron sensibles a tripsina. 5 

Ejemplo A.9 – Se encuentran parálogos de P102 en el genoma de M. hyopneumoniae 

Los estudios de hibridación indicaron que el P102 o secuencias relacionadas con P102 pueden existir en múltiples 
copias en el genoma de M. hyopneumoniae (Hsu et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 1317-1323). Los estudios de 
secuenciamiento de genoma han identificado cuatro parálogos distintos de P102 (C2-mhp210, C27-mhp348, C28-
mhp663 y C2-mhp036) y dos parálogos parciales (C2-mhp033 y C2-mhp034) distribuidos a lo largo del cromosoma 10 
(Figura 21). Un análisis adicional de la secuencia de genoma de M. hyopneumoniae reveló marcos de lectura 
abiertos adicionales con homologías variables a P102. Cada una de ellas parecía ser una fusión con un segundo 
gen, mientras que la secuencia original de P102 había sufrido una evolución significativa. Asimismo, cada parálogo 
era parte de una estructura genética de dos genes, posiblemente organizada en operones. En cada caso, el 
parálogo P102 era el segundo gen o más. El análisis de secuencia de ADN de cada uno de los parálogos de P102 15 
demostró que la homología con el P102 era baja, pero la homología de aminoácidos era mucho mayor. Las 
secuencias de aminoácidos de los parálogos de P102 se muestran en las Figuras 2, 6, 12, 14, 16, 18 y 20. 

Ejemplo A.10 – El marcado de biotina de proteínas accesibles superficialmente identificó moléculas que pertenecen 
a una familia multi-génica 

Se llevaron a cabo estudios para identificar todas las proteínas accesibles superficialmente en M. hyopneumoniae 20 
reconocidas por sueros porcinos convalecientes e hiperinmunes. Combinando biotinilación superficial, 
inmunotransferencia bi-dimensional, análisis genómico y proteómico, se mapeó un subconjunto de estas moléculas 
superficiales a la secuencia de genoma de M. hyopneumoniae. 

Inicialmente, la electroforesis de gel bi-dimensional de proteínas biotiniladas identificó grupos de proteínas que 
estaban expuestas superficialmente, altamente expresadas y que parecían resolverse a lo largo del gradiente de pI 25 
como una serie de manchas. Las masas moleculares de estas proteínas oscilaban entre 40 y 130 kDa. Muchas de 
estas proteínas fueron reconocidas mediante sueros porcinos convalecientes e hiperinmunes. Esto sugiere que 
estas proteínas fueron expresadas durante la infección de M. hyopneumoniae y evocaron una respuesta inmune 
acompañante. 

Se analizaron los fragmentos trípticos de manchas individuales de proteínas mediante huella dactilar de masas de 30 
péptido, y los espectros se ajustaron a los productos de ruptura de tripsina teóricos generados a partir de la base de 
datos del genoma de M. hyopneumoniae. Algunas de las manchas de diferentes masas moleculares fueron 
mapeadas al mismo gen copia individual. 

Ejemplo A.11 – Los estudios de huella dactilar de masas de péptidos y de biotinilación demuestran que los 
parálogos de P102 son expresados 35 

Muchas de las proteínas identificadas mediante biotinilación y huella dactilar de masas de péptidos se relacionaron 
con los productos del operón de adhesión de cilios (Hsu y Minion (1998) Infect. Immun. 66: 4762-4766). Además de 
la adhesina P97 de cilios, se identificaron productos génicos que representan P102 y proteínas relacionadas. 

A.12 – Resultados 

Los resultados indicaron que había un número sorprendente de parálogos de P102 que fueron expresados todos y 40 
que estaban localizados sobre la superficie del organismo. Alguno de los parálogos de P102 presentaba un mayor 
grado de identidad de secuencia con P97, mientras que otros parálogos de P102 no. Ninguna de las secuencias que 
rodean a los parálogos de P102 eran similares, lo que sugiere que los genes de P102 se duplicaron y se movieron 
independientemente de las secuencias que los rodeaban. Se observó una tinción diferencial de organismos 
cultivados in vitro y de organismos cultivados in vivo, lo que sugiere adicionalmente que el P102 podría estar 45 
implicado en las respuestas de tipo hiperinmune observadas durante la infección. 

B. Estudios de p216 

Ejemplo B.1 – Cepas y cultivo de Mycoplasma 

La fuente y las condiciones de cultivo usadas para cultivar cepas de M. hyopneumoniae J, Beaufort y 232 son como 
se describe en Scarman et al. ((1997) Microbiology 143: 663-673). Los Mycoplasmas fueron recolectados mediante 50 
centrifugación a 10.000 x g, lavados tres veces con tampón TS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) y los pelets de 
células finales fueron congelados a -20ºC hasta su uso. 

Ejemplo B.2 – Electroforesis preparativa 
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Ensayos preliminares de vacunas en cerdos inmunizados con antígenos fraccionados por tamaño de M. 
hyopneumoniae indicaron que grupos de antígenos que residen en dos fracciones, las fracciones 2 (85-150 kDa) y 3 
(70-85 kDa), proporcionaron una protección limitada contra una exposición virulenta (Djordjevic et al. (1997) Aust Vet 
J. 75: 504-511). Para determinar las secuencias de aminoácidos de proteínas que residen en estas fracciones de 
masa molecular, se separaron lisatos de células enteras de la cepa J de M. hyopneumoniae usando columnas de 5 
resolución de 5-7% de poliacrilamida cada una con un 4% de gel de relleno usando un BioRad 491 Prep Cell como 
se describe en Scarman et al. ((1997) Microbiology 143: 663-673). Las proteínas que corresponden a las definidas 
para las fracciones 2 y 3 se agruparon, se concentraron mediante filtración y se resuspendieron en PBS. Las 
fracciones de proteínas fueron digeridas con tripsina, separadas usando electroforesis en geles premoldeados de 
Tricina con un 8-15% de gradiente (Novex), y a continuación transferidas a membrana de PVDF (BioRad, California, 10 
EE.UU.) (Towbin et al. (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 76: 4350-4354). Se analizaron las fracciones de proteínas 
mediante (1) reacción con sueros hiperinmunes porcinos activados contra la cepa J de M. hyopneumoniae y (2) 
tinción con negro amido. Los fragmentos típicos teñidos con negro amido que reaccionaron con los sueros 
hiperinmunes fueron analizados mediante secuenciamiento de aminoácidos N-terminales. 

Ejemplo B.3 – Clonación del gen que codifica P216 15 

Para clonar los genes que codifican proteínas inmunorreactivas, se diseñaron sondas de oligonucleótidos 
degenerados a partir de secuencias de péptidos N-terminales determinadas anteriormente y usadas para sondear 
ADN cromosomal digerido por EcoRI mediante inmunotransferencia (Southern (1975) J. Mol. Biol. 98: 503-517). El 
ADN cromosomal digerido por EcoRI procedente de la cepa Beaufort fue separado en una columna de agarosa al 
1% preparada en 491 Prep Cell según la Nota Técnica de BioRad Nº 2203. Se inmunotransfirieron muestras de cada 20 
quinta fracción a una membrana de nylon y se sondearon con sondas de oligonucleótidos degenerados derivadas de 
secuencias N-terminales de fragmentos trípticos. Los fragmentos de ADN de fracciones reactivas fueron incubados 
con el fragmento Klenow y Pfu ADN polimerasa para generar extremos redondeados. Los fragmentos de ADN 
fueron ligados en pCR ScriptTM y transformados en XL10-Gold como se indica en las instrucciones del fabricante 
(Stratagene). 25 

De este modo, el análisis de secuencia N-terminal de un fragmento de péptido tríptico de X kDa reconocido por 
hiperinmune porcina generó la secuencia ELEDNTKLIAPNIRQ (SEQ ID NO: 34). En base a esta secuencia de 
aminoácidos, se preparó un oligonucleótido degenerado que tiene la secuencia 5’-GAA (T/C)T(T/A) GAA GAT AAT 
AC(C/A/T) AAA TTA ATT GC(T/A) CCT AAT-3’ (SEQ ID NO: 35) y se usó como sonda para identificar un fragmento 
de 4,5 kb que se hibride. El clon que contiene este fragmento de 4,5 kilobases se designó p216. 30 

Ejemplo B.4 – Análisis de secuencia de ADN 

Para el análisis de secuencia, se usó ADN plásmido purificado (Qiagen) o producto de PCR purificado a partir de 
agarosa usando el kit BRESA-CLEANTM (Bresatec, Adelaide, Australia). Se obtuvieron cebadores de oligonucleótido 
comercialmente (Sigma), y el kit BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) para reacciones 
de secuenciamiento. Los resultados fueron analizados con un secuenciador automatizado Applied Biosystems Model 35 
377. 

El análisis de secuencia del fragmento clonado en p216 de la cepa Beaufort reveló un ORF grande que no coincidió 
significativamente con las secuencias depositadas en GenBank. El fragmento fue el extremo carboxi de un ORF de 
mayor tamaño, ya que el fragmento tenía un codón de parada pero no un codón de inicio ATG. La secuencia 
adicional en dirección 5’ se obtuvo mediante PCR inversa, y la secuencia N-terminal final se obtuvo mediante PCR 40 
usando cebadores diseñados a partir de secuencias genómicas de la cepa 232. El ORF completo (C28-mph545; 
véase la Figura 7) tenía una longitud de 5.637 pares base y codifica una proteína de 216 kDa designada P216 (C28-
MPH545; véase la Figura 8). El ORF contenía 17 codones TGA, 12 de los cuales aparecieron en el extremo carboxi 
de 85 kDa. 

El análisis Blastp de la secuencia génica completa reveló una identidad próxima con la secuencia génica parcial YX2 45 
(Nº de Acceso de GenBank AF279292) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae y una homología de secuencia 
limitada con la adhesina de cilio P97 (Nº de Acceso de GenBank U50901) con un 21% de identidades, un 38% de 
positivos y un 19% de huecos (Expect = 4e-18). Se llevaron a cabo comparaciones de las secuencias de nucleótidos 
y de proteína derivada con la base de datos usando el paquete del Grupo de Genética de la Universidad de 
Wisconsin (GCG) versión 7, con acceso a través del Australian National Genomic Information Service (ANGIS, 50 
Universidad de Sídney) y MacVector (Scientific Imaging Systems, Eastman Kodak Co., New Haven, Conn.). 

La secuencia de ADN que codifica el homólogo de P216 de la cepa 232 de M. hyopneumoniae se obtuvo como parte 
de un proyecto de secuenciamiento de genoma. El análisis de transferencia Southern usando una sonda de 
oligonucleótido del extremo carboxi demostró que el genoma de M. hyopneumoniae contenía una única copia del 
gen que codifica la proteína de 216 kDa. El análisis Blastn con p216 y la base de datos de genoma de M. 55 
hyopneumoniae también identificó una única copia. La proteína tiene 1.879 aminoácidos, un pI de 8,51 y es 
altamente hidrofílica. Una búsqueda de motivos de proteína usando el algoritmo Prosite del servidor ISREC 
Profilescan (www.isrec.isb-sib.ch/software/PFSCAN_form.html) identificó un dominio de unión nuclear bipartito 
(BNBD) entre los aminoácidos 1012-1029. 
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Las secuencias de nucleótidos del gen p216 de M. hyopneumoniae de la cepa 232 y la cepa J se muestran en las 
Figuras 7 y 19, respectivamente. 

Ejemplo B.5 – Generación de antisueros contra la cepa 232 de M. hyopneumoniae 

La preparación de suero hiperinmune porcino contra M. hyopneumoniae es como se describe en Scarman et al. 
(1997) Microbiology 143: 663-673. Resumidamente, se expusieron cerdos libres de M. hyopneumoniae a una 5 
preparación de la cepa 232 de M. hyopneumoniae emulsificada en adyuvante completo de Freund, y dichos cerdos 
fueron sometidos a una segunda exposición un mes después con la misma preparación en adyuvante incompleto de 
Freund. Se monitorizaron las respuestas de suero hasta que se confirmó una respuesta anti-M. hyopneumoniae 
mediante ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA). 

Ejemplo B.6 – Generación de antisueros policlonales de P216 10 

Para generar antisueros policlonales monoespecíficos de P216, se examinó la secuencia de ADN que codifica P216 
de la cepa 232 para determinar la presencia de codones TGA, ya que los codones TGA codifican triptófanos en 
Mycoplasmas. Se identificó una región que no contiene codones TGA y que codifica una proteína de 30 kDa (los 
aminoácidos 1043-1226). Se diseñaron cebadores de PCR para amplificar y clonar esta región en pCR ScriptTM 
formando el plásmido p216.1. El fragmento clonado a continuación fue clonado direccionalmente en pQE9 (Qiagen) 15 
mediante ligación de ADN de p216.1 digerido con BamHI y HindIII para formar p216.2 La mezcla de ligación fue 
transformada en Escherichia coli M15[pREP4] según las instrucciones del fabricante (Qiagen). Se usó una 
hibridación de colonia que usa el sistema DIG (Roche) para identificar transformantes que contienen el fragmento 
apropiado. 

Los cultivos de los transformantes que contenían p216.2 fueron cultivados en medio LB (Sambrook et al. (1989) 20 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY) que 
contenía ampicilina (100 µg/mL) y canamicina (25 µg/mL) a 37ºC con agitación. Para la expresión a partir de p216.2, 
los cultivos fueron tratados con isopropil-β-D-tiogalactopiranoside (IPTG) 1 mM después de alcanzar una DO600 de 
0,6. Tras inducción durante 4 horas, las células fueron recolectadas mediante centrifugación a 4.000 x g durante 20 
minutos. La purificación de la proteína marcada con His recombinante se logró usando resina Ni-NTA en condiciones 25 
desnaturalizantes como se describe en las instrucciones del fabricante (Qiagen). 

La proteína recombinante purificada fue sometida a diálisis contra PBS que contenía un 5% de glicerol y se 
concentró usando polivinil-pirrolidona (Sigma). Se emulsificaron aproximadamente 5 mg de proteína purificada en un 
volumen de 250 µL con un volumen igual de adyuvante incompleto de Freund (Sigma). La preparación se administró 
subcutáneamente a conejos en dos sitios y se administró una inmunización de refuerzo, preparada de forma similar, 30 
tres semanas después. La respuesta de suero contra el antígeno de inmunización se confirmó mediante análisis de 
inmunotransferencia. 

De forma similar, se generaron antisueros de conejo dirigidos contra la secuencia N-terminal de P216 mediante 
inmunización con el péptido DFLTNNGRTVLE (SEQ ID NO: 36) (aminoácidos 94-105 de P216) conjugados con 
hemocianina de lapa californiana. Las inmunizaciones de conejo se llevaron a cabo como se describe en Scarman et 35 
al. ((1997) Microbiology 143: 663-673). 

Ejemplo B.7 – Análisis electroforéticos y de inmunotransferencia 

Se llevaron a cabo análisis de electroforesis de gel de poliacrilamida de dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE) y de 
inmunotransferencia como se describe en Laemmli (1970) Nature 227: 680-685 y en Towbin et al. (1979) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 76: 4350-4354, respectivamente. Los geles electroforéticos analíticos que contenían proteínas de la 40 
cepa 232 de M. hyopneumoniae fueron teñidos con plata (Rabilloud et al. (1992) Electrophoresis 13: 264-266). Se 
tiñeron geles preparativos con Azul Brillante de Coomassie coloidal G-250 (0,1% de Azul Brillante de Coomassie G-
250 p/v, 17% p/v de sulfato amónico, 34% de metanol v/v, 3% v/v de ácido orto-fosfórico). Los geles fueron 
desteñidos en ácido acético al 1% v/v durante una hora. 

Se usó un análisis de inmunotransferencia para determinar si el P216 es reconocido por anticuerpos activados 45 
durante la infección natural usando sueros de campo de cerdo que se demostró que contenían anticuerpos contra M. 
hyopneumoniae (Djordjevic et al. (1994) Vet. Microbiol. 39: 261-273). En estos experimentos se usó como antígeno 
la proteína recombinante de 30 kDa que representa los aminoácidos 1043-1226 de P216. Otros análisis de 
inmunotransferencia incluían transferencia mono- y bi-dimensionales de células enteras de M. hyopneumoniae 
usando conjuntos de sueros convalecientes de cerdo (transferencias 2D) y sueros de cerdo individuales 50 
(transferencias 1D). También se usaron sueros hiperinmunes de cerdo para realizar un escrutinio de proteínas 
inmunorreactivas en los análisis de inmunotransferencia mono- y bi-dimensionales. También se usaron antisueros 
de conejo generados contra la proteína recombinante de 30 kDa y el péptido DFLTNNGRTVLE (SEQ ID NO: 36) 
específico para P130 para investigar el procesamiento de P216 en los experimentos de inmunotransferencia mono-
dimensionales. 55 

Ejemplo B.8 – Electroforesis de gel bi-dimensional 
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Se llevó a cabo una electroforesis bi-dimensional esencialmente como se describe en Guerreiro et al. ((1997) Mol. 
Plant Microbe Interact 10: 506-516). Se prepararon tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) de primera la 
dimensión (180 mm, pH 3-10 lineal y no lineal y pH 4-7 lineal; Pharmacia-Biotechnology, Uppsala, Suecia) se 
prepararon para enfocar mediante inmersión en tampón de rehidratación (urea 8 M, 0,5% p/v de CHAPS, 0,2% p/v 
de DTT, 0,52% p/v de Bio-Lyte y una traza de azul de bromofenol) durante una noche. Se diluyeron proteínas de 5 
células enteras de M. hyopneumoniae 232 (100 µg para geles analíticos, 0,5-1,0 mg para geles preparativos e 
inmunotransferencias) con tampón de muestra (urea 8 M, 4% p/v de CHAPS, 1% p/v de DTT, 0,8% p/v de Bio-Lyte 
3-10, Tris 35 mM y 0,02% p/v de azul de bromofenol) hasta un volumen de 50 a 100 µL para aplicación en el 
extremo anódico de cada tira IPG. El enfoque isoeléctrico se llevó a cabo con el kit Immobiline DryStrip en una 
unidad de electroforesis Multiphor II (Pharmacia-Biotechnology) para 200 kVh a 20ºC. Posteriormente se prepararon 10 
tiras IEF para la segunda dimensión de electroforesis de gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) mediante 
equilibrado en Tris-HCl (0,5 M, pH 6,8) que contenía urea 6 M, 30% p/v de glicerol, 2% p/v de dodecilsulfato sódico 
(SDS), 2% p/v de DTT y 0,02% de azul de bromofenol. Las tiras equilibradas fueron colocadas sobre geles ExcelGel 
de Pharmacia (T = 12 a 14% de acrilamida) para la separación de masas moleculares de proteínas de M. 
hyopneumoniae en una unidad Multiphor II. Las condiciones electroforéticas consistieron en 200 voltios durante 1,5 15 
horas seguido de 4 horas a 600 voltios. Los geles se mantuvieron a 5ºC durante todo el proceso. 

Ejemplo B.9 – Huella dactilar de masas-espectrometría de masas de péptidos 

Las manchas de proteínas fueron escindidas manualmente y colocadas en una placa de microtitulación de 96 
pocillos. Las condiciones usadas para la digestión con tripsina y para la generación de huellas dactilares de masas 
de péptidos se describen en Nouwens et al. (2000) Electrophoresis 21: 3797-3809. Se llevó a cabo una etapa de 20 
purificación sobre los péptidos trípticos para proteínas con una pobre huella dactilar de péptido tal como se describe 
en Gobom et al. (1999) J. Mass Spectrom. 34: 105-116. Se asignaron identificaciones de proteína comparando las 
listas de picos generadas a partir de los datos de huellas dactilares de masa de péptidos con una base de datos que 
contenía los digestos trípticos teóricos de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. Se usó el paquete Protein-Lynx 
(Micromass, Manchester, R.U.) para buscar en las bases de datos. 25 

Ejemplo B.10 – Procesamiento de imágenes 

Los geles y las inmunotransferencias fueron digitalizadas a 600 dpi con un escáner de lámpara UMAX PS-2400X 
usando Photoshop 3.0 (Adobe, Mountain View, CA). Se llevó a cabo la detección de manchas y la coincidencia de 
manchas de proteína gel-a-gel con el software MELANIE II (BioRad, Hercules, CA) ejecutado sobre OpenWindows 
3.0. Se determinaron las masas moleculares aparentes mediante co-electroforesis con patrones de proteínas 30 
(Pharmacia-Biotechnology). 

Ejemplo B.11 – Resultados de los análisis de electroforesis bi-dimensional y huella dactilar de masa de péptidos 

Los análisis de electroferogramas bi-dimensionales identificaron dos agrupaciones de manchas que se alineaban a 
lo largo del gradiente de pI en un modo inusual. El análisis de huella dactilar de masas de péptidos de las manchas 
de cada agrupación demostró que las manchas tenían huellas dactilares de masas idénticas y por tanto derivaban 35 
de la misma molécula. La Agrupación 1 con una masa aproximada de 130 kDa fue mapeada a la región N-terminal 
de P216 a partir de la secuencia de genoma de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. La agrupación 2 de 
aproximadamente 85 kDa fue mapeada al extremo carboxi del mismo ORF. Las proteínas fueron designadas P130 y 
P85, respectivamente. El pI de la agrupación 1 oscilaba entre 9,5 y 8,0, mientras que el pI de la agrupación 2 
oscilaba entre 9,0 y 6,5. El análisis espectrométrico de masas indicó que el P216 fue dividido entre los aminoácidos 40 
1004 y 1090, generando los dos fragmentos de 130 y 85 kDa. 

Ejemplo B.12 – Resultados del análisis de inmunotransferencia 

Las inmunotransferencias bi-dimensionales reaccionadas con sueros hiperinmunes porcinos revelaron una 
estructura compleja de manchas, dos de las cuales correspondían a P130 y P85. La P85 también fue fuertemente 
reconocida por un grupo de sueros convalecientes lo que demuestra que era un antígeno importante durante la 45 
enfermedad. Para investigar esto más detenidamente, se expresó una región de 30 kDa que se extiende entre los 
aminoácidos 1042 y 1226 de la P85, se purificó mediante cromatografía de afinidad de níquel y se transfirió a una 
membrana PVDF. Los sueros convalecientes individuales procedentes de cerdos que se sabía que eran positivos en 
un ELISA específico de M. hyopneumoniae reaccionaron con la proteína de 30 kDa, confirmando que la P216 es una 
molécula importante reconocida por la respuesta inmune del hospedante durante el transcurso normal de la 50 
infección. Los anticuerpos activados contra un péptido de 30 kDa que se extiende entre los aminoácidos 1042 y 
1226 reaccionaron únicamente con el producto de ruptura de 85 kDa, lo que sugiere que la ruptura se produjo entre 
los aminoácidos 1004 y 1042. Los sueros activados contra el péptido N-terminal de P216 reconocieron solo P130. 

Ejemplo B.13 – Procesamiento post-traduccional de P216 entre diferentes cepas de M. hyopneumoniae 

Para investigar modelos de fragmentos de P216 en diferentes cepas de M. hyopneumoniae, se llevó a cabo un 55 
análisis de inmunotransferencia con el péptido N-terminal anti-P130 y antisueros anti-P30. Los anticuerpos activados 
contra el péptido N-terminal reconocieron P139 y varios péptidos de menor masa molecular en inmunotransferencias 
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mono-dimensionales de lisatos celulares completos de las cepas J y 232. El modelo de proteínas reconocidas por 
estos antisueros fue diferente entre las dos cepas. El antisuero activado contra el péptido de 30 kDa reconoció 
fuertemente un antígeno de 85 kDa en ambas cepas, J y 232, pero también reaccionó con una serie de proteínas 
débilmente reactivas. De forma similar, el modelo reconocido con el suero anti-30-kDa fue diferente entre J y 232. 

Para determinar si se estaban produciendo diferentes eventos de ruptura post-traduccional entre otras cepas de M. 5 
hyopneumoniae, se examinó mediante inmunotransferencia una colección de cepas procedentes de diferentes 
orígenes geográficos. El suero anti-30-kDa reaccionó fuertemente con un antígeno de 85 kDa y otras proteínas de 
menor masa molecular en inmunotransferencias de lisatos celulares completos procedentes de diferentes cepas de 
M. hyopneumoniae. Estas cepas representaron elementos aislados recuperados de diferentes localizaciones 
geográficas de Australia y de diferentes países que incluyen los EE.UU., Gran Bretaña y Francia. El suero anti-P30, 10 
sin embargo, no reaccionó contra antígenos de inmunotransferencias de lisatos celulares completos de 
Mycoplasmas porcinos relacionados, p. ej. Mycoplasma hyorhinis y Mycoplasma flocculare, lo que sugiere que P216 
es un antígeno específico de M. hyopneumoniae. Sueros convalecientes de diferentes cerdos también reconocieron 
la P30 recombinante purificada, lo que indica que P216 se expresa in vivo. 

Ejemplo B.14 – Estudios de localización superficial 15 

Se adoptaron varias estrategias para determinar si P216 y sus productos de ruptura estaban asociados a la 
superficie externa de la membrana. Éstas incluyeron digestión con tripsina y biotinilación de la superficie celular. 

Para los estudios de digestión con tripsina, todas las disoluciones y reservas de células de M. hyopneumoniae 
fueron pre-equilibradas a 37ºC. Las células de M. hyopneumoniae (200 mg/mL en PBS) fueron divididas en alícuotas 
(300 µL) en tubos eppendorf esterilizados a 37ºC y se añadió tripsina hasta una concentración final que oscila entre 20 
0,1 y 1.000 µg/mL. Las suspensiones fueron invertidas suavemente e incubadas a 37ºC durante 20 minutos. 
Inmediatamente después de la incubación, las células fueron lisadas en tampón de Laemmli, calentadas a 95ºC 
durante 10 minutos y analizadas mediante SDS-PAGE e inmunotinción. La tripsina digirió ambas, P85 y P130, de un 
modo dependiente de la concentración, pero no digirió la enzima intracelular lactato deshidrogenasa, un control para 
la lisis espontánea de células (Strasser et al. (1991) Infect. Immun. 59: 1217-22). Esto sugiere que ambas porciones 25 
de P216 son accesibles superficialmente y sensibles a la digestión con tripsina. 

Para aclarar este punto aún más, se llevó a cabo una biotinilación superficial de M. hyopneumoniae. Se usó el 
método descrito por Meier et al. ((1992) Anal. Biochem. 204: 220-226) con las siguientes modificaciones. Todas las 
disoluciones fueron pre-congeladas a 4ºC y todas las manipulaciones se llevaron a cabo en hielo. Los pellets de M. 
hyopneumoniae (200 mg de peso seco) fueron resuspendidos en 4 mL de tampón BOS (tetraborato sódico 10 mM 30 
en NaCl 0,15 M, pH 8,8). Inmediatamente después de la adición de 5 µL de NHS-biotina (10 mg/mL en 
dimetilsulfóxido), se dejó que la reacción transcurriera durante de 1 a 8 minutos con balanceo. Para determinar el 
tiempo de reacción más adecuado, se extrajeron alícuotas a intervalos de 1 minuto durante 15 minutos. Se eligió un 
tiempo de reacción de 5 minutos para todos los estudios posteriores excepto cuando se indica lo contrario. Se 
detuvo la biotinilación mediante la adición de 2 mL de NH4Cl 0,1 M que sirvió para saturar la NHS-biotina no ligada. 35 
Las células fueron recolectadas mediante centrifugación (8.500 x g, 10 minutos) y lavadas dos veces en tampón 
TKMS (Tris-HCl 25 mM, pH 7,4, KCl 25 mM, MgCl2 5 mM y NaCl 0,15 M en PBS). Los productos fueron resueltos 
mediante electroforesis bi-dimensional. 

Tanto P130 como P85 fueron biotiniladas fácilmente, lo que confirma que todas las partes de P216 eran accesibles 
superficialmente. 40 

Ejemplo B.15 – Extracciones con Triton X-100 y X-114 

Se extrajeron proteínas integrales de membrana de 200 mg de peso húmedo de células completas con TX-114 
esencialmente como describe Bordier ((1981) J. Biol. Chem. 182: 1356-1363). Las fases acuosa y detergente 
resultantes fueron recolectadas y analizadas mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia. La actividad de partición 
de fases del Triton X-114 provoca la separación de las moléculas hidrofóbicas en la fase detergente. Cuando se 45 
trató con Triton X-114, la P85 se quedó en el pellet insoluble que consistía en estructuras complejas de elevado 
peso molecular que (1) estaban asociadas a membrana y (2) carecían de la solubilidad de las proteínas citosólicas 
normales. 

Para la extracción con Triton X-100, las células de M. hyopneumoniae pelletizadas (cepas J y Beaufort) (200 mg en 
peso húmedo) fueron resuspendidas en 10 mL de tampón TS que contiene fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM. Las 50 
proteínas fueron extraídas mediante la adición de Triton X-100 al 2% (Amersham Pharmacia Biotechnology) e 
incubadas a 37ºC durante 30 minutos como se describe en Stevens y Krause ((1991) J. Bacteriol. 173: 1041-1050). 
Resumidamente, las suspensiones celulares de M. hyopneumoniae fueron centrifugadas (14.000 x g, 30 minutos) a 
4ºC. Se retiró la fase acuosa y el pellet se volvió a extraer como se ha indicado antes. El pellet insoluble y ambas 
fases acuosas fueron analizadas mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia usando sueros anti-30 kDa activados 55 
contra el péptido DFLTNNGRTVLE (SEQ ID NO: 36). 
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Con el fraccionamiento con Triton X-100, las proteínas de tipo citoesqueleto de elevado peso molecular permanecen 
insolubles, pero no se produce una partición de fases. Cuando se trata con Triton X-100, la P85 se particiona 
principalmente hacia la fase acuosa que contiene detergente, pero aproximadamente el 30% queda en el pellet. 
Estos datos indican que P216 puede formar estructuras oligoméricas extracelulares. La presencia de dominios de 
bobina enrollada en ambos fragmentos de P216 también apoya esta hipótesis. 5 

C. Estudios de p97 

Ejemplo C.1 – Cepas y plásmidos bacterianos 

Se cultivaron las cepas de M. hyopneumoniae 232 (cepa original virulenta), 232_91.3 (clon altamente adherente), 
232_60.3 (clon poco adherente) y cepa tipo J (NCTC 10110) en caldo de Friis modificado y se recolectaron como se 
describe en Zhang et al. ((1995) Infect Immun 63: 1013-1019) y Djordjevic et al. ((1994) Vet Microbiol 39: 261-273), 10 
respectivamente. Todos los medios de caldo fueron esterilizados por filtración a través de filtros de 0,22 µm, lo que 
eliminó la mayoría de la materia particulada. Los Mycoplasmas fueron recolectados mediante centrifugación y se 
lavaron intensamente para eliminar los contaminantes de medio remanentes. Se cultivó Escherichia coli TOP10 que 
contenía pISM405 en agar de Luria Bertani (LB) o en caldo LB (Sambrook et al., 1989) que contenía 100 µ mL-1 de 
ampicilina. Se llevó a cabo la inducción de isopropil-β-D-tiogalactopiranoside (IPTG) mediante la adición de IPTG a 15 
una concentración final de 1 mM. Los cultivos bacterianos fueron cultivados rutinariamente a 37ºC y los cultivos 
líquidos se airearon mediante agitación a 200 rpm. 

Ejemplo C.2 – Construcción y expresión de proteína de fusión de adhesina 

Se construyeron proteínas de fusión hexa-histidil P97 usando el vector de clonación pTrcHis (Invitrogen, Carlsbad, 
CA). Se usaron los cebadores FMhp3 (5’-GAA CAA TTT GAT CAC AAG ATC CTG AAT ATA CC-3’ (SEQ ID NO: 20 
37)) y RMhp4 (5’-AAT TCC TCT GAT CAT TAT TTA GAT TTT AAT TCC TG-3’ (SEQ ID NO: 38)) para amplificar un 
fragmento de 3013 pb que representa los pares base 315-3321 de la secuencia génica que contiene los 
aminoácidos 105-1107. El fragmento fue digerido con BclI (secuencia subrayada) e insertado en el sitio BamHI del 
vector pTrcHisA. Se identificó una construcción con la orientación de fragmento apropiada mediante digestión de 
restricción. La proteína de fusión recombinante resultante de 116 kDa de P97-polihistidina contenía las regiones de 25 
repetición R1 y R2, así como el sitio principal de ruptura en el aminoácido 195 de la secuencia de P97. 

Ejemplo C.3 – Antisueros 

El Mab F1B6 ha sido descrito (Zhang et al. (1995) Infect. Immun. 63: 1013-1019). El Mab F1B6 se une a la región R1 
de la adhesina de cilios que tiene al menos 3 secuencias de repetición (Minion et al. (2000) Infect. Immun. 68: 3056-
3060). Se usaron péptidos con las secuencias TSSQKDPST (ΔNP97) (SEQ ID NO: 39) y VNQNFKVKFQAL (NP97) 30 
(SEQ ID NO: 40) para activar anticuerpos contra P97/P96 y P22, respectivamente. Los péptidos fueron ligados a 
hemocianina de lapa californiana con el Kit Pierce Imjet Maleimide Activated Immunogen Conjugation (Pierce 
Chemical Co., Rockford, IL). Estos conjugados fueron usados a continuación para generar antisueros hiperinmunes 
de ratón mediante el método de Luo y Lin ((1997) BioTechniques 23: 630-632). Los antisueros resultantes fueron 
evaluados mediante ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA) usando conjugado de ovalbúmina-péptido y 35 
antígenos de P97 recombinantes purificados, y mediante inmunotransferencia con el antígeno recombinante P97. El 
antisuero activado contra los 28 kDa C-terminales (suero R2) de la adhesina de cilio de la cepa J ha sido descrito 
(Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943). Se adquirió comercialmente el Mab 2B6-D4 de ratón activado 
contra fibronectina humana (BD Biosciences, Pharmingen) como los anticuerpos Ig(H+L) anti-ratón de cabra 
conjugados a fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL). El IgG + IgM anti-ratón 40 
de cabra marcado con partículas de oro coloidal de 10 nm (EY Laboratories, Inc., San Mateo, CA) se usaron en 
estudios de microscopía electrónica de inmuno-oro. 

Ejemplo C.4 – Análisis de inmunotransferencia 

Se llevaron a cabo análisis de electroforesis de gel de poliacrilamida de dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) y de 
inmunotransferencia como se describe en Laemmli ((1970) Nature 227: 680-685) y en Towbin et al. ((1979) Proc. 45 
Natl. Acad. Sci. USA. 76: 4350-4354), respectivamente. Las proteínas fueron transferidas a membranas de PVDF 
(Micron Separations, Inc.). Para los experimentos de control de medios, se incubó P97 recombinante purificada con 
medios de Friis fresco y usado. Los medios usados se prepararon a partir de cultivo de fase logarítmica temprana 
que había sido centrifugado y filtrado a través de un filtro de 0,1 µm. Se diluyó P97 recombinante purificada (2,5 µg) 
en proporción 1:1 con 20 µL de disolución salina tamponada con fosfato en medio fresco o usado y se incubó 50 
durante una noche a 37ºC. A continuación se cargaron diez µL de la mezcla en geles de SDS-PAGE, se transfirieron 
a nitrocelulosa y se desarrollaron con Mab F1B6. Para la transferencia de ligandos, las manchas de PVDF se 
transfirieron, se bloquearon y se lavaron como se ha descrito previamente (Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 
1931-1943). Las manchas se expusieron a fibronectina humana (5 µg mL-1) disuelta en tampón TS (tampón TS: Tris-
HCl 10 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM) durante 1,5 h, se lavaron y se expusieron a 0,4 µg mL-1 de Mabs de fibronectina 55 
anti-humana durante 1 h a temperatura ambiente. Las manchas se lavaron y se desarrollaron como se ha descrito 
anteriormente. 
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Ejemplo C.5 – Tratamiento con tripsina de M. hyopneumoniae 

Se trataron células de M. hyopneumoniae (0,5 g) con tripsina esencialmente como se ha descrito previamente 
(Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943). Resumidamente, se añadió tripsina a suspensiones celulares de 
M. hyopneumoniae a 0, 0,3, 0,5, 1,0, 3,0, 10, 50, 300 y 500 µg mL-1 a 37ºC durante 15 minutos. Inmediatamente 
después de la incubación, las suspensiones celulares fueron liadas en tampón de Laemmli y se calentaron a 95ºC 5 
durante 10 minutos. Los lisatos fueron analizados mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia usando Mab F1B6. 

Ejemplo C.6 – Electroforesis de gel bi-dimensional 

La electroforesis de gel bi-dimensional (2-DGE) se llevó a cabo esencialmente como se describe en Cordwell et al. 
((1997) Electrophoresis 18: 1393-1398). Se prepararon tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) de primera 
dimensión (180 mm, pH lineal 6-11; Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) para enfoque mediante 10 
inmersión en tampón de muestra compatible con 2-DGE (urea 5 M, tiourea 2 M, 0,1% de anfolitos portadores 3-10, 
2% p/v de CHAPS, 2% de p/v de sulfobetaína 3-10, tributil fosfina 2 mM (TPB; Bio-Rad, Hercules, EE.UU.)) durante 
una noche. Se diluyó proteína de célula completa de M. hyopneumoniae (250 µg) con tampón de muestra hasta un 
volumen de 100 µL para aplicación al extremo anódico de cada tira IPG a través de una copa aplicadora. Se llevó a 
cabo el enfoque isoeléctrico con una unidad de electroforesis Multiphor II (Amersham Pharmacia Biotech) para 85 15 
kVh a 20ºC. Las tiras IPG fueron intercambiadas con detergente, reducidas y alquiladas en tampón que contenía 
urea 6 M, 2% de SDS, 20% de glicerol, TBP 5 mM, 2,5% v/v de monómero de acrilamida, cantidades traza de 
colorante de azul de bromofenol y Tris-HCl 375 mM (pH 8,8) durante 20 minutos antes de cargar la tira IPG sobre la 
parte superior de un gel de poliacrilamida de 20 cm x 20 cm de 8-18% de T, 2,5% de C (diacrilamida de piperacina). 
La electroforesis de segunda dimensión se llevó a cabo a 4ºC usando 3 mA/gel durante 2 horas, seguido de 20 20 
mA/gel hasta que el colorante de azul de bromofenol había atravesado el extremo del gel. Los geles se fijaron en 
metanol al 40%, ácido acético al 10% durante 1 hora y a continuación se tiñeron durante una noche en Sypro Ruby 
(Molecular Probes, Eugene, OR). Las imágenes fueron adquiridas usando un Molecular Imager Fx (Bio-Rad). A 
continuación los geles fueron teñidos doblemente en Azul de Coomassie G-250. 

Ejemplo C.7 – Análisis post-separación 25 

Las manchas de proteínas fueron escindidas de los geles usando un escalpelo esterilizado y se colocaron en una 
bandeja de 96 pocillos (Gobom et al. (1999) J. Mass. Spectrom. 34: 105-116). Los trozos de gel se lavaron con 
bicarbonato amónico 50 mM/acrilonitrilo 100% (60:40 v/v) y a continuación se secaron en un Speed Vac (Savant 
Instruments, Holbrook, NY) durante 25 minutos. A continuación los trozos de gel fueron hidratados en 12 µL de 12 
ng µL-1 de tripsina modificada de grado de secuenciamiento (Promega, Madison, WI) durante 1 h a 4ºC. El exceso 30 
de disolución de tripsina se eliminó y los trozos de gel se sumergieron en bicarbonato amónico 50 mM y se 
incubaron durante una noche a 37ºC. Los péptidos eluídos fueron concentrados y desalinizados usando C18 Zip-
TipsTM (Millipore Corp., Bedford, MA). Los péptidos fueron lavados en una columna con 10 µL de ácido fórmico al 
5%. Los péptidos ligados se eluyeron del Zip-TipTM en disolución de matriz (10 mg mL-1 de ácido α-ciano-4-
hidroxicinámico [Sigma] en acetonitrilo al 70%) directamente sobre la placa diana. Se adquirieron espectros de 35 
masas de espectrometría de masas de tiempo-en-vuelo de desorción/ionización por láser asistida por matriz 
(MALDI-TOF MS) usando un PerSeptive Biosystems Voyager DE-STR (Framingham, MA) o un Micromass 
TofSpec2E (Micromass, Manchester, R.U.). Ambos instrumentos estaban equipados con láseres de nitrógeno de 
337 nm. Todos los espectros fueron obtenidos en modo reflectrón/extracción retardada, promediando 256 disparos 
de láser por muestra. Se llevó a cabo una calibración interna de espectro de dos puntos en base a péptidos de 40 
autolisis de tripsina porcina interna (iones [M+H]+ 842,5 y 2211,10 ). Se usó una lista de picos monoisotópicos 
correspondiente a la masa de péptidos trípticos generados para buscar una versión traducida modificada del 
genoma de M. hyopneumoniae. Las identificaciones exitosas se basaron en el número de masas de péptido 
coincidentes y en el porcentaje de cobertura de secuencia logrado por esas coincidencias. Se llevó a cabo un 
secuenciamiento N-terminal de Edman como se ha descrito previamente (Nouwens et al. (2000) Electrophoresis 21: 45 
3797-3809). 

Ejemplo C.8 – Microscopía inmunoelectrónica 

Se cultivaron células de la cepa 232 de M. hyopneumoniae hasta la fase logarítmica media, se peletizaron mediante 
centrifugación y se lavaron con disolución salina tamponada de fosfato (PBS). Los pellets celulares finales se fijaron 
con glutaraldehído al 3% en tampón de cacodilato sódico 0,1 M (pH 7,2) a 4ºC durante una noche. Los pellets fueron 50 
lavados tres veces con tampón de cacodilato sódico 0,1 M, 15 minutos entre los cambios y se post-fijaron con 
tetróxido de osmio al 1% en tampón de cacodilato sódico 0,1 M durante 2 h a temperatura ambiente. A continuación 
los pellets fueron lavados con agua destilada, se hicieron pasar a través de una serie de acetona y se embebieron 
en Embed 812 y Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). Entonces se lavaron secciones 
pequeñas (80-90 nm) seis veces con tampón TS, y se hicieron reaccionar con fluido ascítico F1B6 (diluido 1:50), 55 
fluido ascítico anti-ΔNP97 (diluido 1:10), fluido ascítico anti-NP97 (diluido 1:10), o fibronectina anti-humana de ratón 
(diluida 1:25) durante una noche a 4ºC. Las rejillas se lavaron cinco veces con tampón TS y a continuación se 
hicieron reaccionar con IgG anti-ratón de cabra + IgM marcada con partículas de oro coloidal de 10 nm (EY 
Laboratories, Inc.) diluido 1:25 durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación las células fueron 
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lavadas 5 veces con tampón TS, secadas, contrastadas con vapores de osmio durante 2 minutos y teñidas con 
acetato de uranilo-citrato de plomo. Se examinaron las secciones en un Hitachi 500 a 75 kV. 

Para las secciones traqueales, se inocularon cerdos libres de micoplasma intratraquealmente con la cepa 232 de M. 
hyopneumoniae. En los días 10 y 21 los cerdos fueron sacrificados, se extrajeron las tráqueas y se fijaron bloques 
de 1 cm de tejido con glutaraldehído al 1% durante una noche, se deshidrataron en una serie de acetona y se 5 
embebieron como se ha indicado antes. Se tiñeron secciones gruesas (1-2 µm) con azul de metileno policromo y se 
examinaron mediante microscopía para determinar regiones que contenían epitelio ciliado. A continuación se 
prepararon secciones delgadas (80-90 nm) para marcado. Las secciones fueron pretratadas con cloruro amónico 
(1%) durante 1 h, glicina 0,05 M en PBS durante 15 minutos, bloqueadas durante 30 minutos en tampón TS (Tris 10 
mM, NaCl 100 mM, pH 7,5) con 2% de gelatina de pez + 2% de albúmina de suero bovino. Los anticuerpos primarios 10 
fueron diluidos en tampón TS y se hicieron reaccionar con secciones durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
Las secciones se lavaron seis veces con tampón TS, y a continuación se incubaron con IgG anti-ratón de cabra + 
IgM marcado con partículas de oro de 10 nm (diluido 1:2) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tanto los 
anticuerpos primarios como el conjugado fueron diluidos y centrifugados brevemente (12.000 x g durante 5 minutos) 
antes de su uso. Las secciones fueron lavadas a continuación seis veces con tampón TS, secadas, contrastadas 15 
con vapores de osmio durante 2 minutos y se tiñeron con acetato de uranilo-citrato de plomo. Las secciones se 
examinaron en un Hitachi 500 a 75 kV. 

Ejemplo C.9 – Ensayo de unión de fibronectina 

Placas de 96 pocillos Immunlon 2 (Dynatech Laboratories, Inc.) fueron recubiertas con 100 µL de fibronectina 
humana (Sigma, F 0895) a una concentración de 5 µg mL-1 en carbonato sódico en 0,1 M. Las placas fueron 20 
incubadas a 4ºC durante una noche, se lavaron tres veces con PBS y se bloquearon con albúmina de suero bovino 
al 1% en PBS durante 2 h. A continuación las placas fueron incubadas con P97 recombinante purificada con o sin 
inhibidor a una concentración de 10 µg mL-1. Los inhibidores evaluados fueron fibronectina humana intacta, el 
fragmento proteolítico de 45 kDa de fibronectina (Sigma, F 0162), el fragmento proteolítico de 30 kDa de fibronectina 
(Sigma, F 9911) y polímero RGD modificado (Sigma, 5022). Se añadieron a tubos Eppendorf con P97 recombinante 25 
purificada (10 µg mL-1) a concentraciones de 37,5 µg mL-1, 7,5 µg mL-1 y 1,5 µg mL-1, y se incubaron a 37ºC durante 
1 h. A continuación se transfirió la P97 recombinante más inhibidor a una placa recubierta de fibronectina, que 
entonces fue incubadas a 37ºC durante 2 h. La unión de P97 a fibronectina se determinó mediante ELISA con Mab 
F1B6. La densidad óptica a 405 nm era indicativa de la unión de P97 a los pocillos recubiertos de fibronectina. Se 
ensayaron tres réplicas por tratamiento de los diferentes experimentos. Se determinaron las diferencias estadísticas 30 
mediante el Modelo Lineal General con un contraste lineal basado en varianzas agrupadas. 

Ejemplo C.10 – Resultados de electroforesis de gel bi-dimensional y espectrometría de masas 

Estudios previos han demostrado que el producto génico para la adhesina de cilio de la cepa 232 (preproteína de 
126 kDa, 1036 aminoácidos) sufre un evento de ruptura en el aminoácido 195 para producir lo que antes se pensó 
que era una molécula “madura” (Hsu et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 1317-1323). Durante los estudios de mapeado 35 
de masas de péptido de las proteínas de la cepa J, se identificaron cuatro manchas de 22, 28, 66 y 94 kDa 
(posteriormente denominadas P22, P28, P66 y P94, respectivamente) que representaban diferentes fragmentos de 
la adhesina. Las secuencias N-terminales correspondientes a estas proteínas permitieron el alineamiento inequívoco 
con la preproteína de adhesina de cilios. La P94 de la cepa J, el homólogo de P97 de la cepa 232, se mapeó a una 
región que comienza inmediatamente por debajo del aminoácido 195 y hasta el final del ORF. Dos proteínas 40 
ubicadas próximas la una a la otra en 66 kDa presentaron mapas de masas idénticos y correspondían a una región 
que empieza inmediatamente por debajo del aminoácido 195 de la adhesina y acaba cerca de la repetición R1. El 
análisis de secuencia N-terminal de P66 mostró una secuencia de ADEKTSS (SEQ ID NO: 41) que es idéntica a la 
de P94. Los resultados de inmunotransferencia usando Mab F1B6 confirmaron que la P66 contiene R1. Por tanto, el 
evento de ruptura debe de producirse inmediatamente por debajo de la región de repetición R1. Estos datos 45 
sugieren que se había eliminado un fragmento con un tamaño de aproximadamente 28 kDa del extremo C en 
algunas moléculas de P94, aunque no en todas. Esta observación fue confirmada cuando se identificó un fragmento 
de 28 kDa que se mapeó al extremo C de la P94. También, las inmunotransferencias mono- y bi-dimensionales de 
las proteínas de la cepa J probadas con antisueros activados contra una proteína recombinante de 28 kDa que 
contenía R2 pero no R1 (Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943) reconocieron las proteínas P28 y P94. 50 
Previamente, se demostró que los antisueros activados contra un péptido recombinante C-terminal de 28 kDa de la 
adhesina reconocía la forma madura de este antígeno (93-97 kDa) en diferentes cepas de M. hyopneumoniae y un 
fragmento de 28 kDa sólo en la cepa J (Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943). El mapeado de masas de 
péptido tríptico demostró que los péptidos de P22 se mapearon a los primeros 190 aminoácidos de la preproteína de 
adhesina de 123 kDa. La secuencia N-terminal de P22 (SKKSKTF (SEQ ID NO: 42)) se alineó con los aminoácidos 55 
2-8 del extremo N de la pre-proteína de 123 kDa, lo que sugiere que la ruptura del péptido líder hidrofóbico 
(aminoácidos 8-22) no es necesaria para la traslocalización de la adhesina de cilio a través de la membrana. 

Los estudios de mapeado de masas de péptido comparativos de la cepa 232 identificaron dos manchas de 70 y 97 
kDa, identificadas posteriormente como P70 y P97, respectivamente. Los mapas de masas representativos de P97 
correspondieron a una región que comienza inmediatamente por debajo del aminoácido 195 y hasta el extremo del 60 
ORF y que correspondía al producto más abundante del gen de adhesina de la cepa 232 (Zhang et al. (1995) Infect. 
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Immun. 63: 1013-1019). De forma interesante, los mapas de masas representativos de P70 correspondían a una 
región que comenzaba inmediatamente por debajo del aminoácido 195 y acababa cerca de la repetición R1, un 
mapa que era virtualmente idéntico a P66 de la cepa J. La presencia de seis copias extra de la repetición R1 es la 
explicación más probable para la diferencia de masas entre P66 y P70 en las cepas J y 232, respectivamente. 
Consistentes con estos datos, las inmunotransferencias probadas con antisueros activados contra una proteína 5 
recombinante de 28 kDa que contenía R2 pero no R1 (Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943) 
reconocieron P97 pero no P70 ó P28. Además, P28 ó P22 no pudieron ser identificados en geles 2D de proteínas 
232 resueltas mediante electroforesis de gel 2D en regiones en las que fueron identificadas en la cepa J. Esta 
variación no se debía a diferencias en la secuencia, ya que las secuencias de P22 eran idénticas en las dos cepas. 
Sin embargo, esto no era cierto para las secuencias de P28. La masa y el pI predichos para la P28 de la cepa 232 10 
eran 24,6 kDa y 5,88, respectivamente, y para la P28 de la cepa J eran 26,0 kDa y 8,39. Era posible que la P28 no 
se observara en la cepa 232 debido al cambio de pI que provoca un desplazamiento de la localización de la proteína 
en el gel. También era posible que en la cepa 232 se produjera una ruptura adicional de P22 que no se daba en la 
cepa J. 

Para descartar la posibilidad de que la ruptura fuera resultado de una actividad proteolítica en el medio usado para 15 
cultivar M. hyopneumoniae, se incubó P97 recombinante purificada con medio fresco y usado y a continuación se 
examinó para determinar la ruptura proteolítica mediante inmunotransferencia. Debido a que el medio contenía un 
20% de suero porcino, había presentes grandes cantidades de inmunoglobulinas porcinas en las muestras de 
proteína, produciendo algo de tinción de fondo con el conjugado anti-ratón. Aún así estaba claro que ni el medio 
fresco ni el usado contenían actividad proteolítica capaz de romper P97 recombinante después de 12 horas de 20 
incubación a 37ºC. Por tanto, la ruptura de la adhesina de cilio estaba mediada por actividades codificadas por 
micoplasma y no se debía a suero porcino o a otros componentes del medio. 

Ejemplo C.11 – Sensibilidad a tripsina de productos de ruptura que contienen R1 

Los análisis de inmunotransferencia de células de cepa J y 232 digeridos con diferentes concentraciones de tripsina 
se usaron para investigar la localización celular de fragmentos de ruptura que contienen R1. El Mab F1B6 reconoció 25 
típicamente proteínas con masas de 35, 66, 88, 94 y 123 kDa en la cepa J, observándose una estructura similar para 
la cepa 232. La exposición de M. hyopneumoniae a concentraciones de tripsina que oscilan entre 0,1 y 10 µg mL-1 
demostró una pérdida gradual de proteínas de las mayores masas moleculares. Concentraciones entre 10 y 50 µg 
mL-1 dieron como resultado la pérdida de todas las proteínas inmunorreactivas (excepto una de 35 kDa), lo que 
indica que los fragmentos de adhesina que contienen R1 son accesibles superficialmente. La estructura de digestión 30 
de fragmentos de adhesina que contienen R1 fue consistente en experimentos repetidos, excepto en que el 
fragmento de 35 kDa no permanecía fiablemente resistente a tripsina a concentraciones por encima de 10 µg mL-1. 
Manchas idénticas reaccionadas con antisueros activados contra lactato deshidrogenasa recombinante de M. 
hyopneumoniae (que se ha demostrado previamente que reside citosólicamente) (Strasser et al. (1991) Infect. 
Immun. 59: 1217-1222) y contra antisueros activados contra los fragmentos recombinantes de las subunidades A y 35 
D de piruvato deshidrogenas demostraron que dichas proteínas permanecen detectables con concentraciones de 
tripsina de hasta 500 µg mL-1. En los experimentos de control en los que las células fueron expuestas a tripsina, la 
lactato deshidrogenasa y la subunidad D de la piruvato deshidrogenasa se degradaron rápidamente. 

Ejemplo C.12 – Resultados de microscopía electrónica de inmuno-oro 

Estudios de microscopía electrónica de transmisión han demostrado que las cepas de alta y baja adherencia de M. 40 
hyopneumoniae difieren en su estructura de membrana exterior. Los clones altamente adherentes poseían fibrilos en 
la superficie exterior que parecían interconectarse con las células adyacentes; dichos fibrilos eran difíciles de 
detectar en los clones de baja adherencia (Young et al. (1994) “Isolation and characterization of high and low 
adherent clones of Mycoplasma hyopneumoniae”. En IOM Letters. 10th International Congress of the International 
Organization for Mycoplasmology. Volumen 3, Burdeos, Francia, pág. 684-685). Los antisueros generados contra 45 
regiones específicas de la adhesina permitieron el análisis de la ruptura in vivo usando microscopía electrónica de 
inmuno-oro. En estos estudios se usó la cepa virulenta 232 porque los resultados tendrían el máximo impacto en la 
comprensión de los mecanismos patogénicos. En estos estudios se usaron Mab F1B6 específicos de R1 y 
antisueros activados contra los péptidos TSSQKDPST (antisuero ΔNP97) (SEQ ID NO: 39) y VNQNFKVKFQAL 
(antisuero NP97) (SEQ ID NO: 40). Los Mab F1B6 permanecieron asociados a la membrana de micoplasma, pero 50 
no asociados íntimamente a la célula, lo que confirma una publicación previa (Zhang et al. (1995) Infect. Immun. 63: 
1013-1019) y los estudios anteriores con tripsina. El antisuero ΔNP97 demostró que esta porción de la molécula está 
localizada distal respecto a la membrana en asociación con material extracelular de composición desconocida. En 
algunos casos, los anticuerpos parecieron definir estructura de tipo fibrial unidas todavía a la membrana de la célula 
de micoplasma. Los anticuerpos de NP97 se agrupaban en agregados en localizaciones citosólicas, íntimamente 55 
con la superficie de la membrana, y también se observaron en sitios distantes de la superficie extracelular de la 
membrana celular. 

Ejemplo C.13 – Resultados de unión de fibronectina 

Puesto que la ruptura de la adhesina de cilios se produce en la posición de aminoácido 195 (Hsu et al. (1997) J. 
Bacteriol. 179: 1317-1323), no era fácilmente evidente cómo el resto de la adhesina podía permanecer asociada a la 60 
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célula y dirigir la unión a los cilios porcinos. Estudios de inmuno-oro demostraron que todos los cilios que se unen a 
epítopos de R1 permanecieron asociados a la célula en ausencia de la secuencia N-terminal hidrofóbica, pero 
aparentemente no insertados directamente en la membrana. Esto no es sorprendente, ya que ninguna otra región de 
la proteína tenía una hidrofobicidad suficiente para dirigir la inserción de la membrana (Hsu et al. (1997) J. Bacteriol. 
179: 1317-13123). Se examinó la posibilidad de que otras proteínas desempeñen una función en la unión de 5 
fragmentos de proteína que contienen R1 de la adhesina de cilios a la membrana a través de interacciones proteína-
proteína. El análisis de la secuencia de proteína predicha de la preproteína de adhesina de 123 kDa con el programa 
de ordenador COILS (http://www.ch.embnet.org) reveló que la proteína contenía tres dominios de bobina enrollada. 
Uno de éstos residía entre los aminoácidos 180 y 195 de P22 (ajustes de ventana de los aminoácidos 14, 21 y 28) y 
dos estaban localizados en P97 entre los aminoácidos 367 y 387 (ajuste de ventana 14) y 780-805 (ajuste de 10 
ventana 14 y 21). Se sabe que estos dominios median en las interacciones proteína-proteína. Adicionalmente, se 
pensó que los dominios R1 y R2 también podrían desempeñar una función en las interacciones con otras proteínas. 
Una proteína obvia para evaluar era la fibronectina, una proteína que se da en abundancia en todo el hospedante y 
que se ha demostrado que participa en otras interacciones bacteria-hospedante (Probert et al. (2001) Infect. Immun. 
69: 4129-4133; Talay et al. (2000) Cell Microbiol. 2: 521-535; Rocha y Fischetti (1999) Infect. Immun. 67: 2720-2728; 15 
y Schorey et al. (1996) Mol. Microbiol. 21: 321-329). 

Los estudios de transferencia de ligando confirmaron que la P97 recombinante ligaba fibronectina porcina. También 
se identificaron otras proteínas de unión de fibronectina en lisatos de variantes de M. hyopneumoniae de baja 
adherencia (banda 1) y de alta adherencia (banda 2) de la cepa 232 y en la cepa J (banda 3). Las cepas de 232 de 
baja y alta adherencia difieren en la ausencia de una banda de unión de fibronectina a aproximadamente 50 kDa, 20 
que también estaba presente en la cepa J. 

También se llevaron a cabo ensayos de unión de fibronectina con fibronectina humana y adhesina de cilio 
recombinante purificada. La máxima inhibición se produjo con el dominio RGD modificado a las tres concentraciones 
evaluadas (p < 0,001). Como era de esperar, también se produjo una inhibición con fibronectina intacta (p < 0,001). 
De forma interesante, el fragmento purificado de fibronectina de 45 kDa potenció la unión a la máxima concentración 25 
evaluada. 

Para investigar la(s) función(es) que puede tener la fibronectina en la unión de M. hyopneumoniae a células 
epiteliales respiratorias porcinas, se aplicaron anticuerpos anti-fibronectina a secciones de pulmón que muestran la 
cepa 232 de M. hyopneumoniae en estrecha asociación con cilios epiteliales respiratorios. Las partículas de oro se 
localizaron en regiones en las que las células de M. hyopneumoniae estaban íntimamente asociadas con cilios, 30 
sobre la superficie de cilios y sobre la superficie de células de M. hyopneumoniae. 

D. Detección de la infección y composiciones inmunogénicas 

Ejemplo D.1 – Detección de la infección de M. hyopneumoniae en cerdos 

Los polipéptidos que muestran antigenicidad de M. hyopneumoniae de esta invención se pueden usar en métodos y 
kits diseñados para detectar la presencia de la infección de M. hyopneumoniae en piaras de cerdos, y por lo tanto 35 
para reconocer cerdos de una piara que han sido infectados con esta bacteria. Por ejemplo, los antígenos 
producidos por hospedantes transformados por moléculas de ácido nucleico recombinantes de esta invención, o 
anticuerpos activados contra ellos, se pueden usar en RIA o ELISA para estos propósitos. En un tipo de 
radioinmunoensayo, los anticuerpos contra uno o más de los antígenos de esta invención, activados en un animal de 
laboratorio (p. ej., conejos), se une a una fase sólida, por ejemplo, el interior de un tubo de ensayo. A continuación 40 
se añade el antígeno al tubo para unirse con el anticuerpo. 

Una muestra de suero porcino, tomada de 1 de cada 10 a 20 cerdos por piara, junto con una cantidad conocida de 
anticuerpo de antígeno marcado con un isótopo de radioactivo, tal como yodo radiactivo, a continuación se añade al 
tubo recubierto con el complejo antígeno-anticuerpo. Cualquier anticuerpo de antígeno (un marcador para la 
infección de M. hyopneumoniae) del suero porcino competirá con el anticuerpo marcado por los tres sitios de unión 45 
del complejo antígeno-anticuerpo. Una vez que se ha permitido que el suero interaccione, el líquido se exceso es 
eliminado, se lava el tubo y se mide la cantidad de radiactividad. Un recuento radiactivo bajo indica un resultado 
positivo, es decir, que el suero porcino ensayado contiene anticuerpos de M. hyopneumoniae. 

En un tipo de ensayo ELISA, se recubre una placa de microtitulación con uno o más antígenos de esta invención y a 
ésta se añade una muestra de suero porcino, de nuevo, de 1 de cada 10 ó 20 cerdos de la piara. Tras un periodo de 50 
incubación que permita la interacción de cualquier anticuerpo presente en el suero con el antígeno, la placa se lava y 
se añade una preparación de anticuerpos de antígeno, activada en un animal de laboratorio y ligada a una marca 
enzimática, se incuba para permitir que se produzca la reacción, y a continuación se vuelve a lavar la placa. 
Después de ello, se añade el sustrato enzimático a una placa de microtitulación y se incuba durante un periodo de 
tiempo para permitir que la enzima trabaje sobre el sustrato, y se mide la adsorbancia de la preparación final. Un 55 
cambio grande de la adsorbancia indica un resultado positivo, es decir, el suero porcino evaluado tenía anticuerpos 
para M. hyopneumoniae y estaba infectado con dicha bacteria. 

Ejemplo D.2 – Composiciones inmunogénicas 
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Se pueden usar métodos estándares conocidos por los especialistas en la técnica para preparar composiciones 
inmunogénicas de polipéptidos y ácidos nucleicos de la presente invención para la administración a cerdos. Por 
ejemplo, el polipéptido de elección se puede disolver en disolución salina esterilizada. Para el almacenamiento a 
largo plazo, el polipéptido puede liofilizarse y a continuación reconstituirse con disolución salina esterilizada poco 
antes de la administración. Antes de la liofilización, se pueden añadir conservantes y otros aditivos estándares tales 5 
como los que proporcionan volumen, p. ej., glicina o cloruro sódico. También se puede administrar un adyuvante 
compatible con la composición. 

Adicionalmente, se pueden preparar composiciones usando anticuerpos activados contra los polipéptidos de esta 
invención en animales de laboratorio, tal como conejos. Esta vacuna “pasiva” puede administrarse entonces a 
cerdos para protegerlos frente a la infección de M. hyopneumoniae. También se puede usar la incorporación directa 10 
de secuencias de ácido nucleico en células de hospedante para introducir las secuencias en las células del animal 
para la expresión de antígeno in vivo. 

La descripción, figuras y ejemplos anteriores son solo ilustrativos de las realizaciones preferidas que encarnan los 
objetivos, características y ventajas de la presente invención. No se pretende que la presente invención esté limitada 
por las realizaciones ilustradas. 15 
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REIVINDICACIONES 

1. Un polipéptido inmunogénico purificado con una longitud de 8 a 30 aminoácidos, cuya secuencia de aminoácidos 
comprende al menos ocho residuos consecutivos de la secuencia de SEQ ID NO: 8 ó un mutante de dicho 
polipéptido inmunogénico, donde dicho mutante tiene una variación conservativa de aminoácido en comparación con 
el polipéptido de tipo natural y donde el polipéptido mutante retiene la inmunogenicidad. 5 

2. El polipéptido inmunogénico de la reivindicación 1, cuya secuencia de aminoácidos comprende al menos 10 
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8. 

3. El polipéptido inmunogénico de la reivindicación 1, cuya secuencia de aminoácidos comprende al menos 12 
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8. 

4. El polipéptido inmunogénico de la reivindicación 1, cuya secuencia de aminoácidos comprende al menos 15 10 
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8. 

5. El polipéptido inmunogénico de la reivindicación 1, cuya secuencia de aminoácidos comprende al menos 20 
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8. 

6. El polipéptido inmunogénico de la reivindicación 1, cuya secuencia de aminoácidos comprende al menos 25 
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8. 15 

7. Una composición que comprende el polipéptido inmunogénico o el mutante de una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 6. 

8. Un ácido nucleico aislado que consiste en una secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido inmunogénico 
de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6. 

9. El ácido nucleico de la reivindicación 8, donde dicha secuencia de nucleótidos es un fragmento de SEQ ID NO: 7. 20 

10. Un vector que comprende el ácido nucleico de la reivindicación 8 ó 9. 

11. El vector de la reivindicación 10, donde dicho ácido nucleico está ligado operativamente a una secuencia de 
control de la expresión. 

12. Una célula hospedante que comprende el vector de la reivindicación 10 u 11. 

13. Una composición que comprende el vector de la reivindicación 11 y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 25 

14. La composición de la reivindicación 7 ó 13 para uso en la activación de una respuesta inmune en un animal. 

15. La composición de la reivindicación 14, donde dicha composición es para administración oral, intranasal, 
intraperitoneal, intramuscular, subcutánea o intravenosa. 

16. La composición de la reivindicación 14 ó 15, donde dicho animal es un cerdo. 

17. Un polipéptido inmunogénico purificado como el reivindicado en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para 30 
uso como un antígeno para activar una respuesta inmune en un animal. 

18. Un ácido nucleico como el reivindicado en la reivindicación 8 ó 9 para uso en la generación de una respuesta 
inmune. 

19. Un método para determinar si un animal tiene o no un anticuerpo reactivo con el polipéptido inmunogénico de 
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, comprendiendo dicho método: 35 

poner en contacto una muestra de ensayo procedente de dicho animal con dicho polipéptido inmunogénico en 
condiciones que permitan la unión específica de dicho polipéptido inmunogénico con dicho anticuerpo; y 

detectar la presencia o la ausencia de dicha unión específica, donde dicha presencia de unión específica indica 
que dicho animal tiene dicho anticuerpo, y donde dicha ausencia de unión específica indica que dicho animal no 
tiene dicho anticuerpo. 40 

20. El método de la reivindicación 19, donde dicha muestra de ensayo es un fluido biológico. 

21. El método de la reivindicación 20, donde dicho fluido biológico se selecciona del grupo que consiste en sangre, 
fluido nasal, fluido de garganta y fluido pulmonar. 

22. El método de la reivindicación 19, donde dicho polipéptido inmunogénico está unido a un soporte sólido. 
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23. El método de la reivindicación 22, donde dicho soporte sólido es una placa de microtitulación, o bolitas de 
poliestireno. 

24. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23, donde dicho polipéptido inmunogénico está 
marcado. 

25. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 24, donde dicha detección es por radioinmunoensayo 5 
(RIA), inmunoensayo enzimático (EIA) o ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA). 

26. Un kit diagnóstico para detectar la presencia de un anticuerpo en una muestra de ensayo, donde dicho 
anticuerpo es reactivo con el polipéptido inmunogénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 
comprendiendo dicho kit el polipéptido inmunogénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6. 

10 
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