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DESCRIPCION
Vacuna bacteriana contra agentes infecciosos bacterianos para la aplicacién en animales

La invencion se refiere a una vacuna bacteriana de acuerdo con el preambulo de la reivindicacion 1 y a un
procedimiento para su produccion de acuerdo con la reivindicacion 3. Ademas, la invencion se refiere a una bacteria
de acuerdo con la reivindicacion 4, a una proteina inmundgena de acuerdo con la reivindicacion 7, a su uso de
acuerdo con la reivindicacion 10 y a un procedimiento de diagnéstico de acuerdo con la reivindicacion 11.

En la explotacion agraria de animales Uutiles, en particular en explotaciones porcinas, las afecciones de las vias
respiratorias y las infecciones del aparato gastrointestinal son responsables de considerables dafios econémicos.
Las afecciones no solamente causan una elevada mortalidad, indices de crecimiento reducidos y una peor calidad
de la carne, sino que también son responsables de mas de la mitad de todos los tratamientos antibiéticos en el
sector de la explotacion de cerdos de engorde (Elbers et al., 1990, Sero-epidemiological screening of pig sera
collected at the slaughterhouse to detect herds infected with Aujeszky's disease virus, porcine influenza virus and
Actinobacillus (Haemophilus) pleuropneumoniae in the framework of an integrated quality control system. Vet.Q. 12,
221-230).

Las vacunas, en particular contra infecciones bacterianas, en la explotacién agraria de animales utiles se emplean
casi en exclusiva de forma metafilactica y no profilactica. A este respecto, en el centro de las medidas se encuentra
la cabafa y no el animal individual. De este modo se vacunan en particular cabafias en las que es endémico un
patégeno contra este patdgeno, independientemente de si un animal individual ya esta infectado o no.

Las vacunas usadas actualmente en veterinaria contra agentes infecciosos bacterianos son, sobre todo, bacterinas
formuladas con adyuvante sencillas, por ejemplo, bacterias completas inactivadas con formalina. En este caso, por
un adyuvante se ha de entender una sustancia que se administra como mezcla con una sustancia (antigeno), que
desencadena una respuesta inmune y que induce anticuerpos, o por separado de la misma y, de forma inespecifica,
aumenta o modifica la respuesta inmune a este antigeno. Causan una proteccion frecuentemente serotipica frente a
afecciones clinicas, sin embargo, sin impedir una colonizacion latente de las mucosas. Por ello, el agente infeccioso
se puede continuar propagando también por animales vacunados.

Los patéogenos mas significativos de enfermedades infecciosas respiratorias, tales como Actinobacillus
pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae o Mycobacterium bovis, son altamente contagiosos y aparecen
frecuentemente como colonizadores latentes de mucosas del tracto respiratorio. En particular, A. pleuropneumoniae
y M. hyopneumoniae tienen en comun que los animales convalecientes siguen siendo frecuentemente durante
meses portadores del patégeno. Por ello, respaldado por el comercio con animales y transportes de animales, se ha
producido una extensa propagacion de los patdégenos. Las vacunas que se encuentran actualmente en el mercado
son, casi en exclusiva, bacterianas. Ninguna de las vacunas evita una infeccion latente ni permite una diferenciacion
entre animales vacunados e infectados.

Las infecciones por Salmonella Typhimurium representan, bajo el punto de vista de la protecciéon sanitaria del
consumidor, la afeccion mas importante del aparato gastrointestinal en cerdos. Actualmente hay vacunas en el
mercado contra la salmonelosis de los terneros y contra la colonizacién por salmonelas de los cerdos y de las
gallinas ponedoras. En todos los casos estan disponibles también o exclusivamente vacunas vivas atenuadas. En
terneros se evita de forma eficaz, gracias a la vacunacion, la aparicion de manifestaciones clinicas. En gallinas
ponedoras se reduce claramente la transmision intraovarica asi como la excreciéon del patdégeno, en cerdos se
reduce la excrecion del patégeno.

Las vacunas vivas admitidas contra salmonelas incluyen patdégenos atenuados producidos mediante mutaciones
quimicas que se pueden diferenciar genotipica y fenotipicamente de la cepa natural. Pero no es posible una
diferenciacion serolégica de animales vacunados e infectados en el caso de la aplicacion de estas vacunas.

Por tanto, las vacunas de bacterinas actuales no permiten ninguna diferenciacion serolégica de animales Utiles
vacunados e infectados, por ejemplo, mediante aplicacion de un ensayo ELISA. Por tanto, no es posible crear, con
ayuda de estas vacunas, cabafas libres de patdgenos especificados (SPF) y mantenerlas controlables bajo
proteccion vacunal. La generacion de cabafias SPF, sin embargo, es el ivo ideal en el sentido de la proteccion
preventiva del consumidor y la rentabilidad.

Ademas es problematico vacunar cerdos en explotaciones controladas en cuanto a salmonelas (BMVEL 1996;
Leitlinie zur Reduzierung des Eintrags von Salmonellen durch Schlachtschweine in die Fleischgewinnung; un
reglamento correspondiente esta en preparacion), ya que la clasificacion y supervision de estas explotaciones se
realiza a través de la serologia y los animales vacunados reaccionan seroldgicamente de forma positiva.

El fin de la generacion de cabafias SPF se ha conseguido para la enfermedad de Aujeszky en cerdos (causada por
el virus herpes porcino I) y en infecciones de bovinos por el virus herpes bovino 1 (BHV1) mediante la inclusion de
vacunas marcadoras. Las vacunas marcadoras se basan en cepas vacunales estructuralmente modificadas que
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posibilitan una diferenciacion, por norma general seroldgica, de animales vacunados e infectados de forma natural.
Se diferencia entre vacunas de marcador positivo y negativo.

Para la produccidon de vacunas de marcador positivo se introduce, por norma general, un antigeno marcador
mediante ingenieria genética en la cepa vacunal, que por norma general induce la formacion de anticuerpos
adicionales o, al menos, se puede comprobar genotipica o fenotipicamente. Es desventajoso que las infecciones
posteriores por un agente infeccioso nativo después de una vacunacion, es decir, vacunado mas infectado, ya no se
pueden comprobar. Por tanto, la vacuna de marcador positivo solamente permite la diferenciacién de animales no
vacunados, no vacunados mas infectados y vacunados.

Las vacunas de marcador negativo estan caracterizadas por que al genoma del patégeno le falta una region definida
del genoma. Estas mutaciones se pueden producir por via natural o mediante ingenieria genética. La ausencia de
una seccion definida de un gen que codifica una proteina inmunoégena conduce a la modificacion de la respuesta
inmune humoral, que permite una diferenciacion entre animales solamente infectados, solamente vacunados y
vacunados mas infectados. No es posible una delimitacién de animales vacunados mas infectados y solamente
infectados, siendo, sin embargo, esta delimitacion médica y econdmicamente irrelevante. La ventaja de vacunas de
marcador negativo sin ADN extrafio ademas es que, ciertamente se trata de organismos modificados genéticamente,
pero que no se incluyen en la ley alemana sobre ingenieria genética.

Para prevenir y combatir enfermedades infecciosas bacterianas en animales utiles, sin embargo, a diferencia del
sector de las enfermedades infecciosas viricas, hasta la fecha no se han desarrollado de forma especifica vacunas
de marcador.

KOTLOFF K L ET AL: "Shigella flexneri 2a strain CVD 1207, with specific deletions in virG, sen, set, and guaBA, is
highly attenuated in humans". INFECTION AND IMMUNITY MAR 2000, tomo. 68, N° 3, marzo 2000 (2000-03),
paginas 1034-1039, XP002454965 ISSN: 0019-9567 describe una vacuna de la cepa CVD 1207 de Shigella flexneri
2a (Enterobacteriaceae) con mutaciones de delecion especificas en los genes virG, sen, set y guaBA.

El articulo de revision MASTROENI P ET AL: "Salmonella: immune responses and vaccines". VETERINARY
JOURNAL (LONDON, ENGLAND: 1997) MAR 2001, tomo 161, N° 2, marzo 2001 (200103), paginas 132-164,
XP002454966 ISSN: 1090-0233 describe la facilitacién de vacunas contra infecciones por salmonela. Se describen
como vacunas adecuadas distintos mutantes de simples a triples. En una tabla estan indicadas diversas dianas
génicas.

MEYER P N ET AL: "Virulence of a Salmonella Typhimurium OmpD mutant". INFECTION AND IMMUNITY ENE
1998, tomo 66, N° 1, enero 1998 (1998-01), paginas 387-390, XP002455109 ISSN: 0019-9567 describe mutantes de
OmpD de Salmonella Typhimurium. Sin embargo, estos mutantes no son adecuados como vacuna bacteriana, ya
que los mismos no se diferencian en su virulencia del tipo natural.

DORMAN C J ET AL: "CHARACTERIZATION OF PORIN AND OMP-R MUTANTS OF A VIRULENT STRAIN OF
SALMONELLA TYPHIMURIUM OMP-R MUTANTS ARE ATTENUATE IN-VIVO" INFECTION AND IMMUNITY,
AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY. WASHINGTON, EEUU, tomo 57, N° 7, julio 1989 (1989-07), paginas
2136-2140, XP002112175 ISSN: 0019-9567 se refiere a mutantes de Salmonella Typhimurium con deleciones en las
porinas ompC, ompD, ompF y el regulador ompR, conduciendo la mutacién en ompR a una cepa avirulenta,
mientras que las otras mutaciones no influyen en la virulencia en absoluto o solo ligeramente.

Por tanto, la presente invencién se basa en el objetivo de desarrollar vacunas marcadoras para combatir
enfermedades infecciosas bacterianas que posibiliten una diferenciacion seroldgica sencilla de animales agrarios
vacunados e infectados de forma natural, en particular en la explotacién porcina.

Este objetivo se consigue mediante una vacuna bacteriana con las caracteristicas de la reivindicacion 1.

La vacuna bacteriana de acuerdo con la invencién para la aplicacion en animales, en particular en animales Uutiles,
comprende al menos un serotipo del organismo Salmonella enterica con al menos, respectivamente, una mutacion
de desactivacion (knock-out) en al menos tres genes cromosomicos distintos, comprendiendo el serotipo Salmonella
Typhimurium con al menos una mutacion de desactivacion en un gen que codifica la proteina OmpD.

La mutacion de desactivacion en la region que codifica la proteina inmundgena, por lo tanto, causa que la proteina
inmunogena correspondiente y, por tanto, también los anticuerpos correspondientes en un animal vacunado ya no
se formen. Ya que la proteina inmundgena, que ya no se sigue expresando debido a la manipulacion genética, sin
embargo, no es esencial para una inmunidad protectora, la vacuna de acuerdo con la invencion sigue ofreciendo al
igual que antes una proteccion inmune eficaz.

Por el contrario, las proteinas esenciales para la respuesta inmune protectora no se manipulan, de tal manera que la
vacuna ofrece una proteccioén activa del animal vacunado frente al respectivo agente infeccioso. Por tanto, es posible
diferenciar entre animales vacunados e infectados de forma natural mediante ensayos serolégicos sencillos, tales
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como ELISA, ya que el patdgeno natural no manipulado produce todas las proteinas inmundégenas, sin embargo, al
patégeno usado como vacuna le faltan algunas proteinas inmunégenas no necesarias para la proteccion.

La manipulacion del agente infeccioso, por tanto, se basa esencialmente en proteinas inmundgenas no esenciales
para la proteccion y sus correspondientes genes, en una cepa diana genéticamente manipulable y un sistema para
la contraseleccion para la identificacion de la cepa diana manipulada.

Preferentemente estan introducidas otras mutaciones de desactivacion en genes cromosomicos que no codifican
proteinas inmundgenas, que, sin embargo, sirven para atenuar el patégeno bacteriano.

La vacuna comprende al menos un agente infeccioso del grupo de las bacterias gram negativas, en particular de la
familia de las enterobacterias, Pasteurellaceae o micoplasmas, que son responsables de distintas enfermedades
infecciosas en animales Uutiles.

El agente infeccioso contenido en la vacuna puede ser también al menos un serotipo de Actinobacillus
pleuropneumoniae o Mycoplasma hyopneumoniae.

La vacuna presenta también ventajosamente al menos un agente infeccioso del grupo de las bacterias gram
positivas, preferentemente de la familia de las micobacterias que causan afecciones de las vias respiratorias, tales
como Mycobacterium bovis.

Las mutaciones de desactivacion introducidas en el agente infeccioso representan ventajosamente deleciones no
marcadas, habiendo de entenderse por una delecién no marcada una deleciéon de una seccion del genoma sin
introduccion de un marcador de seleccién especial, tal como casetes de resistencia a antibiéticos en esta seccién del
genoma.

Ventajosamente, al menos un serotipo del organismo Actinobacillus pleuropneumoniae presenta mutaciones de
desactivacion en al menos tres de los genes que codifican las proteinas ApxIIA (N° de Acceso AAU847009), UreC
(N° de Acceso AAC00060), DmsA (N° de Acceso AAN28298), AspA (N° de Acceso NC_003998), HypB (N° de
Acceso ZP_00134397) y/o FurA (NC_004130).

La proteina ApxIlA es una toxina secretada muy inmundégena que aparece en todos los serotipos de A.
pleuropneumoniae a excepcion del serotipo 10. UreC es un componente del complejo de enzima ureasa que
hidroliza la urea hasta dar amoniaco y diéxido de carbono y, por tanto, facilita al patégeno la persistencia en el medio
acido del "fluido de revestimiento epitelial" del pulmon.

El gen dmsA codifica una DMSO-reductasa asociada a virulencia, expresada en condiciones anaerobias (Baltes et
al., 2003, Identification of dimethyl sulfoxide reductase in Actinobacillus pleuropneumoniae and its role in infection.
Infect.Immun. 71, 6784-6792). Un mutante sencillo correspondiente del serotipo 7 de A. pleuropneumoniae resulté
como ligeramente atenuado en el ensayo de infeccion.

El gen aspA codifica una subunidad de la aspartato-amonio-liasa (Jacobsen et al. 2005, Enzymes involved in
anaerobic respiration appear to play a role in Actinobacillus pleuropneumoniae virulence. Infect Immun 73, 226-234)
y el gen hybB codifica la enzima [Ni,Fe]-deshidrogenasa 2 (Baltes, Kyaw et al., 2004, Lack of influence of the
anaerobic [NiFe] hydrogenase and L-1,2 propanediol oxidoreductase an the outcome of Actinobacillus
pleuropneumoniae serotype 7 infection. Vet.Microbiol 102, 67-72). Ambas enzimas tienen una importancia en el
metabolismo anaerobio de A. pleuropneumoniae y posibilitan al patégeno sobrevivir en el medio anaerobio de las
lesiones pulmonares.

El gen furA (ferric uptake regulation, fur) codifica un regulador dependiente de hierro global. EI mismo es un represor
transcripcional de promotores regulados por hierro, que se une al ADN cuando esta presente hierro. Ya se ha
construido un mutante de fur del serotipo 7 de A. pleuropneumoniae y se ha ensayado en animales (Jacobsen et al.
2005, Enzymes involved in anaerobic respiration appear to play a role in Actinobacillus pleuropneumoniae virulence.
Infect Immun 73, 226-234). A este respecto, se ha comprobado que el mutante ya solamente causa sintomas muy
moderados de la enfermedad, pero todavia induce una fuerte respuesta inmune.

El objetivo de la invencidon se consigue también mediante un procedimiento para la produccion de la vacuna de
acuerdo con la reivindicacion 3.

El procedimiento de acuerdo con la invencién para la produccién de la vacuna esta caracterizado por que para la
mutagénesis de OmpD en el serotipo Salmonella Typhimurium se usa un vector pPROKB1 con un replicon R6K que
contiene el gen de OmpD con una mutacién de desactivacion. El plasmido de transconjugacion contiene un gen del
agente infeccioso con al menos una mutacion de desactivacion. Preferentemente, el gen contiene una delecion
interna y codifica una proteina inmundgena que genera anticuerpos no esenciales para la proteccién inmune eficaz.
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El plasmido de transconjugacion descrito en el documento DE 19928073 comprende la regiéon de movilizacion
mobRP4, un polienlazador, un replicon del tipo ColE1, un determinante de resistencia y una fusion de transcripcion
del gen de sacB de Bacillus subtilis con el promotor omlA de Actinobacillus pleuropneumoniae. El gen que codifica
una proteina inmundgena con una delecién no marcada, a este respecto, esta insertado como ADN exdgeno en el
polienlazador.

La introduccion de las mutaciones de desactivacion en los al menos tres genes cromosémicos se realiza
ventajosamente de forma sucesiva.

La vacuna de acuerdo con la invencién se usa ventajosamente como vacuna viva bacteriana de marcador negativo y
como vacuna inactivada bacteriana de marcador negativo.

Una vacuna viva comprende, a este respecto, una cepa atenuada, infecciosa pero debilitada, que es capaz de
replicarse pero es avirulenta. A diferencia de esto, una vacuna inactivada no tiene capacidad de replicacién. La
inactivacion se realiza mediante alcoholes o aldehidos. La induccién de una respuesta inmune se desencadena por
adyuvantes tales como Al(OH)s. En vacunas de subunidades no se requiere ninguna inactivacion.

La solucién para el objetivo de acuerdo con la invencién se consigue también mediante una bacteria de acuerdo con
la reivindicacién 4 usada en la vacuna bacteriana de acuerdo con la invenciéon asi como un procedimiento de
diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 11.

El procedimiento de diagnéstico para la diferenciacion de animales infectados y animales vacunados con la vacuna
bacteriana de acuerdo con la invencion estd caracterizado por la determinacion serolégica de proteinas
inmunogenas no esenciales para la proteccién inmune, en particular mediante un ensayo ELISA.

El objetivo planteado se consigue también mediante una proteina inmundgena de acuerdo con la reivindicacion 7 y
su uso de acuerdo con la reivindicacion 10.

Por consiguiente, la proteina inmunégena de acuerdo con la invencion de al menos un agente infeccioso bacteriano
de un animal, usada en una vacuna, esta caracterizada por que genera anticuerpos que preferentemente no son
esenciales para una respuesta inmune protectora, interaccionando con anticuerpos de al menos un suero de cerdos
infectados por Salmonella Typhimurium y con anticuerpos de al menos un suero de cerdos vacunados frente a
Salmonella Typhimurium.

La proteina de acuerdo con la invencién se puede comprobar preferentemente al interaccionar la proteina con
anticuerpos de al menos un suero de animales infectados de forma natural o infectados de forma natural y
vacunados, pero no, o solo parcialmente, con anticuerpos de al menos un suero de animales solamente vacunados
con vacunas marcadoras de la misma especie.

La interaccion especifica de la proteina de acuerdo con la invencién con los sueros de un animal infectado de forma
natural o infectado de forma natural mas vacunado se basa en la unién de un anticuerpo presente en los sueros a su
antigeno especifico.

En el caso de una infeccidon de un animal por un agente infeccioso natural, normalmente, se expresa una pluralidad
de proteinas inmunogenas del agente infeccioso, tanto proteinas esenciales para la proteccion inmune como
proteinas no esenciales. Por el contrario, los agentes infecciosos usados como vacunas vivas son bacterias
debilitadas en cuanto a su virulencia, que estan construidas de tal manera que no expresan al menos una proteina
inmunogena que no es esencial para la inmunizacién. Por tanto, los sueros de animales vacunados contienen otro
espectro de anticuerpos y, por lo tanto, se diferencian de los sueros de los animales infectados de forma natural.

Las proteinas de acuerdo con la invencion, por tanto, se pueden detectar preferentemente en animales infectados de
forma natural o en infectados de forma natural mas vacunados y, por tanto, forman la base para un procedimiento de
ensayo serolégico para la diferenciacion de animales vacunados con la vacuna de acuerdo con la invencion y
animales infectados de forma natural asi como infectados de forma natural mas vacunados.

Ventajosamente, la proteina inmunégena muestra una interacciéon con anticuerpos de sueros de cerdos infectados
por Mycoplasma hyopneumoniae, sin embargo, ninguna interaccion, o solamente una muy débil, con anticuerpos de
sueros de cerdos vacunados frente a Mycoplasma hyopneumoniae. La vacuna usada en esta vacunacion se basa,
ventajosamente, en patdgenos inactivados de Mycoplasma hyopneumoniae. Las proteinas inmundgenas preferentes
son las lipoproteinas hipotéticas proteina MHP 378 (N° de Acceso YP_115889) y MHP 651 (N° de Acceso
YP_116159) de Mycoplasma hyopneumoniae.

Pero la proteina inmundégena de acuerdo con la invencidon también se puede comprobar al interaccionar,
preferentemente, con anticuerpos de al menos un suero de cerdos infectados por Salmonella Typhimurium y con
anticuerpos de al menos un suero de cerdos vacunados frente a Salmonella Typhimurium. Una proteina inmunégena
preferente identificada en Salmonella Typhimurium es la proteina OmpD.
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Para proveer una vacuna viva ya existente contra Salmonella Typhimurium de un marcador, es necesario que el gen
a mutar codifique una proteina inmunégena que es reconocida por anticuerpos que son generados tanto por
animales infectados de forma natural como por vacunados. Los sueros de animales que obtienen la vacuna viva
provista del correspondiente marcador en forma de un gen delecionado ya no reaccionan posteriormente con esta
proteina.

La proteina de acuerdo con la invencion y su acido nucleico correspondiente forman la base para la mutagénesis del
respectivo agente infeccioso para el desarrollo de una vacuna marcadora.

Preferentemente, la proteina de acuerdo con la invencién se usa para la deteccién de animales infectados de forma
natural y/o animales infectados de forma natural y vacunados, en particular de cerdos, y/o como vacuna.

Ademas, el objetivo planteado se consigue mediante un acido nucleico y su uso.

El acido nucleico codifica al menos una proteina inmundégena que induce preferentemente anticuerpos no esenciales
para una respuesta inmune protectora y esta caracterizado por al menos una mutacion para la adaptacion a la
utilizacion de coddn especifica de al menos un hospedador de expresion adecuado.

Ventajosamente, el acido nucleico codifica la proteina MHP 378 de Mycoplasma hyopneumoniae y contiene las
mutaciones A629G, A761G y A1757G. El acido nucleico codifica, en particular, el extremo carboxi de MHP 378
comenzando en la posicion de aminoacido 286 (posicion de acido nucleico 856, SEC ID N° 1). El acido nucleico
codifica también ventajosamente la proteina MHP 651 de Mycoplasma hyopneumoniae y presenta las mutaciones
A731G, A931G, A1055G, A1424G y A1811G, codificando el acido nucleico preferentemente el extremo carboxi de
MHP 651 comenzando en la posicion de aminoacido 351 (posicion de acido nucleico 1051, SEC ID N° 2).

El acido nucleico se usa preferentemente para la produccion de proteinas recombinantes, en particular en E. coli y/o
Actinobacillus pleuropneumoniae.

Un vector de ADN recombinante comprende ventajosamente al menos un acido nucleico, estando presente el vector
en particular en una célula hospedadora. Para la produccién de una proteina recombinante se cultiva
ventajosamente la célula hospedadora que contiene el vector de ADN en condiciones para la expresion de la
respectiva proteina inmundgena y la enzima se obtiene de la célula hospedadora.

Ventajosamente se usa la proteina recombinante para la deteccion de animales infectados de forma natural y/o
vacunados y como vacuna.

La invencion se explica con mas detalle a continuacion con referencia a varios ejemplos de realizacion y figuras.
Muestran:

La Figura 1, delecion en apx//A que comprende 1518 pares de bases

La Figura 2, analisis de PCR de cepas de mutantes generados Aapx//A con cebadores internos, con carril 1, tipo
natural de serotipo 1 de A. pleuropneumoniae; carril 2, serotipo 1 de Aapxl/IA; carril 3, tipo natural de
serotipo 2 de A. pleuropneumoniae; carril 4, serotipo 2 de AapxlIA; carril 5, tipo natural de serotipo 5
de A. pleuropneumoniae; carril 6, serotipo 5 de AapxlIA; carril 7, tipo natural de serotipo 9 de A.
pleuropneumoniae; carril 8, serotipo 9 de Aapxl/IA y carril M marcadores

La Figura 3, analisis de PCR de los mutantes construidos triples, cuadruples y quintuples, habiéndose comprobado
las deleciones en aspA (A) y en hybB (B) con cebadores que se encuentran fuera de la regién génica
delecionada. El carril 1 muestra respectivamente el tipo natural del serotipo 2 de A. pleuropneumoniae;
el carril 2, el mutante triple del serotipo 2; el carril 3, el mutante cuadruple del serotipo 2 (AhybB); el
carril 4, el mutante cuadruple del serotipo 2 (AaspA); el carril 5, el mutante quintuple del serotipo 2 y el
carril M, el marcador.

La Figura 4, "puntuacién de lesion pulmonar" de cerdos infectados de forma experimental, representada como
"cajas entalladas", a este respecto la constriccion central en cada caja representa la media
geométrica, la delimitacion superior e inferior de esta caja muestran respectivamente el centro de los
valores en cada mitad de datos y los puntos mas superiores e inferiores se corresponden con los
valores minimos 0 maximos

La Figura 5, analisis de PCR del gen fur en los mutantes construidos de triples a séxtuples con cebadores internos,
habiéndose usado para el mutante séxtuple con una delecion en el gen fur cebadores que se
encuentra fuera de la zona delecionada del gen fur; con el carril 1, el tipo natural del serotipo 2 de A.
pleuropneumoniae; el carril 2, el mutante triple del serotipo 2; el carril 3, el mutante cuadruple del
serotipo 2 (AhybB); el carril 4, el mutante quintuple del serotipo 2; el carril 5, el mutante séxtuple del
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serotipo 2 con delecion en el gen fur y el carril M, marcador.

La Figura 6, resultados patoldgicos y serolégicos después de exposicion heteréloga. A) la parte de lesiones
pulmonares en forma de "cajas entalladas " se muestra para todos los cerdos. Cuatro cerdos del grupo
vacunado con el mutante séxtuple se sacrificaron el dia 7 después de la infeccion, todos los restantes
cerdos supervivientes el dia 21 después de la infeccidon. La estrella muestra una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05) en el ensayo de Wilcoxon. B) respuesta inmune humoral de
los cerdos de control y de los cerdos vacunados un dia antes y 21 dias después de la infeccion
establecida mediante el uso de un extracto de detergente (deELISA) o de la proteina ApxIIA
recombinante (ApxII-ELISA) como antigenos de fase solida. La respuesta inmune para el ApxIIA-
ELISA esta representada en unidades de ELISA basandose en un patrén externo. Se consideraron
positivas las actividades con mayor igual 25 unidades ELISA en un ApxlI-ELISA normalizado. Para el
deELISA se indico la respuesta inmune como titulo sérico en comparacion con un control interno.

La Figura 7, representacion esquematica de la construccion del vector de expresion mhp378

La Figura 8, reactividad de las proteinas de fusion GST-Mhp378-C y GST-Mhp651-C con sueros hiperinmunes de
conejo dirigidos contra M. hyopneumoniae, M. hyorhinis, M. hyosynoviae y M. flocculare. A) placas de
ELISA comerciales (IDEXX HerdChek Mycoplasma hyopneumoniae, IDEXX Laboratories) recubiertas
con el antigeno celular de M. hyopneumoniae completo. B) placas de microtitulacién de 96 pocillos
Polysorb® (Nunc, Roskilde, Dinamarca) recubiertas con proteina de fusion GST-Mhp651-C y C) con
proteina de fusiéon GST-Mhp378.

La Figura9 representacion esquematica de la estructura calculada de la proteina OmpD en relacion con el
genotipo. Epitopos antigénicos (azul) / zonas expuestas a superficie (verde).

La Figura 10, comprobacién de la mutacion ompD mediante PCR (A), transferencia de Southern después de
digestion con Pstl y BspDI (B) y electroforesis de campo pulsado (PFGE) después de digestion con
Xbal (C) con el tipo natural en carril 1y el mutante AompD en carril 2.

Ejemplo de realizacién 1

1.1. Construccion de mutantes negativos a toxina de Apxll de los serotipos 1, 2, 5y 9 A. pleuropneumoniae
para su uso como vacuna inactivada de marcador negativo

El gen apxl/IA codifica la toxina ApxIlA, una toxina excretada muy inmundgena que aparece en todos los serotipos de
A. pleuropneumoniae a excepcion del serotipo 10. Gracias a la delecion, los animales que se han vacunado con la
vacuna marcadora se deben poder diferenciar serolégicamente de animales que se han infectado con el tipo natural.
Un ELISA con el que se comprueban anticuerpos frente a la toxina ApxIIA ya se esta usando.

La delecion se realizd mediante el uso del sistema "transconjugacion de una sola etapa" establecido y patentado
(Oswald, Tonpitak et al., 1999, A single-step transconjugation system for the introduction of unmarked deletions into
Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 7 using a sucrose sensitivity marker. FEMS Microbiol.Lett. 179, 153-160).
Para esto se incluy6 el gen apx//A acortado (Dapx2A) del serotipo 2 en el vector de conjugacion pEMOC2 (Baltes et
al., 2003, Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 7 siderophore receptor FhuA is not required for virulence. Fems
Microbiology Letters 220, 41-48). Este vector contiene un gen de resistencia a cloranfenicol y no esta en disposicion
de replicar A. pleuropneumoniae. Para facilitar los trabajos de clonacién con los vectores de conjugacion disponibles,
al comienzo de los trabajos se secuenciaron por completo el vector pEMOC2 asi como el vector de conjugacion
patentado, pBMK1, que lleva un gen de resistencia a kanamicina. Los datos de secuencia se han publicado en
Genbank con los numeros de acceso AJ868289 (pBMK1) y AJ868288 (pEMOC?2).

El derivado de pEMOC2 que lleva el gen apxl/lIA acortado (Aapx/IA) se denomin6 pAPX700 y se transfiri6 mediante
conjugacion de la cepa 32155 de E. coli (dapA) a las correspondientes cepas de A. pleuropneumoniae. Alli, esta
construccion se debia integrar mediante recombinacion homéloga en el ADN gendmico ("entrecruzamiento simple").
Se cultivaron colonias resistentes de cloranfenicol que se produjeron en la segunda etapa, la contraseleccion, en un
medio con sacarosa. En el vector de conjugacion se encuentra adicionalmente el gen sacB. El mismo codifica la
enzima levansacarosa que en bacterias gram negativas transmite una sensibilidad frente a sacarosa. Gracias al
cultivo en el medio que contiene sacarosa, por tanto, se ven favorecidas aquellas bacterias que han perdido de
nuevo el vector mediante una segunda recombinaciéon homoéloga. En esta contraseleccion se deleciona el gen
mutado o el gen de tipo natural, de tal manera que en el caso de la delecion del gen de tipo natural se producen
mutantes isogénicos que no contienen ADN extrafio.

Para la cepa del serotipo 2 de A. pleuropneumoniae se pudo llevar a cabo la delecion del gen apx/lA de forma
exitosa inmediatamente. En los serotipos 5 y 9 no se pudieron generar en primer lugar "entrecruzamientos simples".
La causa de esto probablemente eran ligeras diferencias de secuencia entre los genes apx/lIA de los serotipos. Por
tanto, para los serotipos 5 y 9 de A. pleuropneumoniae se construyeron vectores de conjugacion especificos de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 524 053 T3

serotipo que contenian el gen apx/IA del respectivo serotipo de A. pleuropneumoniae (Figura 1). Los plasmidos se
denominaron pAPX705 (serotipo 5) y pAPX709 (serotipo 9).

Con el vector de conjugacion especifico de serotipo para el serotipo 5 de A. pleuropneumoniae se pudo generar un
mutante de ApxIIA isogénico para ese serotipo. En el serotipo 9 de A. pleuropneumoniae ciertamente se pudieron
generar colonias resistentes a cloranfenicol. Pero las mismas en la contraseleccion revertieron siempre de nuevo al
tipo natural.

Ya que para la solucion de los problemas en la mutagénesis del serotipo de A. pleuropneumoniae eran necesarios
trabajos mas exhaustivos, en primer lugar se selecciond una cepa del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae como
componente alternativo para la vacuna inactivada de marcador negativo. Este serotipo es el serotipo que aparece
con mayor frecuencia en América del Norte, mientras que el serotipo 9 esta descrito sobre todo en Alemania y
también aqui es responsable solo de una parte relativamente pequefia de las afecciones.

Ya que segun la busqueda en el banco de genoma los genes apx/IA de los serotipos 1 y 5 de A. pleuropneumniae
son idénticos en las zonas en las que, en el transcurso del procedimiento, tiene lugar una recombinacién homologa,
se uso el vector de conjugacion especifico del serotipo 5 de A. pleuropneumoniae para la creacion de un mutante de
delecion isogénico del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae. De este modo se pudo generar para el serotipo 1 de A.
pleuropneumoniae con éxito un "entrecruzamiento doble", es decir, un mutante isogénico. Los mutantes construidos
de este modo de los serotipos 1, 2 'y 5 de A. pleuropneumoniae se emplearon entonces para la produccion de una
vacuna de subunidades. En paralelo a esto, en el transcurso del Ultimo afo se ha terminado con éxito asimismo la
mutagénesis del serotipo 9 de A. pleuropneumoniae. Los mutantes de apx//A de los cuatro serotipos se
caracterizaron mediante analisis de PCR (Figura 2), analisis de transferencia de Southern después de digestion con
enzimas de restriccion de ADN cromosomico, electroforesis de campo pulsado asi como secuenciacion de ADN
como mutantes isogénicos libres de ADN extrafio. Ademas se demostré el silenciamiento de la toxina ApxIIA
mediante andlisis de transferencia de Western después de electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida de
sobrenadantes de cultivo de todos los serotipos.

1.2. Comprobacion de la eficacia de una vacuna de subunidades producida a base de los mutantes en cerdo
y desarrollo de una vacuna inactivada de A. pleuropneumoniae de marcador negativo

De los mutantes generados de los serotipos 1, 2 y 5 de A. pleuropneumoniae se formuld, segun el método descrito y
patentado (patente DE 197 53 176) por Goethe et al. (2000; A novel strategy for protective Actinobacillus
pleuropneumoniae subunit vaccines: detergent extraction of cultures induced by iron restriction. Vaccine 19: 966-
975), una vacuna inactivada. La misma se comprobd mediante analisis de transferencia de Western respecto a dos
de sus proteinas antigénicas y a continuacion se ensay6 en un ensayo animal. A este respecto se usaron 24 cerdos
con edad de 4 semanas. Las inmunizaciones se realizaron a la edad de 4 y 7 semanas, inmunizandose 14 cerdos
con la vacuna marcadora inactivada generada y sirviendo 10 cerdos de animales de control y vacunandose con un
placebo al cual le faltaban los componentes antigénicos. A continuacion, todos los animales (a excepcion de cuatro
cerdos vacunados con la vacuna marcadora inactivada) se infectaron a la edad de 10 semanas con una cepa de
serotipo 2 de A. pleuropneumoniae heterdloga (es decir, con otra cepa de serotipo 2 que la que habia servido para la
produccion de la vacuna) en la camara de aerosol. Los cuatro animales no infectados sirvieron de grupo de control
para asegurar que tampoco en el transcurso posterior de la cria se formaron anticuerpos contra la proteina Apxll.
Una mitad de los grupos de animales se eutanasié después de 7 dias y el resto, después de 21 dias y se examind
mediante anatomia patoldgica asi como bacterioldgicamente.

En el transcurso de este ensayo se ha podido comprobar una proteccién muy buena tanto frente a sintomas clinicos
como frente a anatomopatoldgicos para animales que se habian inmunizado con la vacuna marcadora inactivada.
Ocho de diez animales vacunados no tenian ningun tipo de modificacién de anatomia patolégica, mientras que todos
los animales de control en parte presentaban lesiones muy intensas en los pulmones. Ademas, con ayuda del ELISA
se pudieron detectar anticuerpos frente a la toxina ApxIIA. El serotipo 2 de A. pleuropneumoniae empleado para la
exposicién se pudo comprobar, en cerdos vacunados, significativamente con menor frecuencia que en cerdos no
vacunados del grupo de control (ensayo de Wilcoxon, p < 0,05).

Y que una vacuna para A. pleuropneumoniae adicionalmente a los serotipos contenidos en la vacuna también debia
proteger frente a otros serotipos, se llevo a cabo otro ensayo animal. A este respecto se dividieron 15 cerdos en 2
grupos; un grupo de 10 animales se inmunizé con la vacuna marcadora inactivada compuesta de los serotipos 1, 2 'y
5, el otro grupo con 5 animales, con un placebo. Las inmunizaciones se realizaron a la edad de 4 y 7 semanas.
Entonces, en la 102 semana de vida se infectaron los animales con una cepa de serotipo 9 de A. pleuropneumoniae.
La eutanasia y las necropsias se realizaron el dia 7 o el dia 21 después de la exposicién. Los resultados después de
la exposicion mostraban una proteccion, que abarcaba serotipos, muy buena de la vacuna. De este modo, todos los
animales del grupo de control desarrollaron disnea, anorexia y depresiones y murieron en el intervalo de 48 horas
después de la exposicion. Los animales inmunizados no mostraron ningun tipo de sintomas clinicos y la temperatura
corporal no superé los 40,1 °C. El examen anatomopatoldgico del grupo de control no vacunado mostré una pleuritis
fibrindgena intensa unida a una neumonia que afectaba a una gran parte del pulmén. Por el contrario, los animales
vacunados no mostraron ningdn cambio de la pleura o del pulmén. La cepa de exposicion administrada se pudo
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reaislar del grupo de control no vacunado en un gran numero, mientras que esto fue posible en un nimero reducido
solamente en dos de los cerdos vacunados.

Se recogieron muestras de sueros tres semanas después de la inmunizaciéon y tres semanas después de la
infeccion y se examinaron serolégicamente en dos ensayos ELISA diferentes. En el ApXIl_ELISA se utilizé la toxina
Apxll como antigeno de fase salida. La reaccion se cuantificé en forma de unidades de ELISA (EU) basandose en un
patron externo, valorandose como negativas actividades de menor/igual 10 EU en el suero, como cuestionables de
11 a 25 EU y positivas actividades mayores de 25 EU. El segundo ensayo ELISA, el denominado deELISA, usa un
extracto de detergente de proteinas que estan presentes asociadas a la membrana externa de A. pleuropneumoniae
como antigeno de fase solida. En el deELISA, la respuesta inmune esta cuantificada como el titulo sérico en
comparacion con un control negativo interno. El control negativo esta compuesto de una mezcla de voliumenes
iguales de todas las muestras séricas que se tomaron a la llegada de los cerdos no infectados. El control positivo
esta compuesto de una mezcla de volumenes iguales de todas las muestras séricas que se tomaron de cerdos
infectados el dia 21 después de la infeccion. A este respecto, el titulo del deELISA es la maxima dilucién sérica que
da como resultado una densidad 6ptica que es el doble de grande que la del suero de control negativo con una
dilucién de 1 a 100.

Los cerdos del grupo de control no presentaron ni en el de-ELISA ni en el APXIla ELISA un titulo en el momento de
la infeccién. Por el contrario, los animales vacunados en el momento de la infeccién y tres semanas después de la
infeccion presentaban un elevado titulo de de-ELISA, pero en ambos momentos eran negativos en el ApxIIA-ELISA.

Ejemplo de realizacién 2

2.1. Desarrollo de una vacuna viva de A. pleuropneumoniae de marcador negativo

El fin es la atenuacién de una cepa del serotipo 2 de A. pleuropneumoniae mediante deleciones en distintos factores
asociados a virulencia. Por ello se ha de conseguir que la cepa no desencadene ya sintomas clinicos, pero que
después de la administracion en aerosol induzca todavia una respuesta inmune. Entonces, esta cepa se emplea
como vacuna viva.

La base para estos trabajos lo formaba un prototipo existente de una vacuna viva del serotipo 2 de A.
pleuropneumoniae de marcador negativo (Tonpitak et al., 2002, Construction of an Actinobacillus pleuropneumoniae
serotype 2 prototype live negative-marker vaccine. Infect Immun 70, 7120-7125). Este contiene dos deleciones de
atenuacion: una en el gen apxI/IA que sirve también aqui como marca negativa y una en el gen ureC que codifica un
componente de la compleja enzima ureasa. Basandose en este mutante doble se construyd un mutante triple con
ayuda del sistema de "transconjugacion de una sola etapa" que contiene una delecion adicional en el gen dmsA. El
mutante triple generado se confirmo, genotipica y fenotipicamente, como mutante isogénico libre de ADN extrafio y
se comprobd en el ensayo anlmal con exposiciéon aerégena con respecto a su virulencia. Para esto se infectaron
cerdos con una dosis de 1,2 x 10° ufc (unidades formadoras de colonias) del mutante triple en la camara de aerosol.
Todos los cerdos desarrollaron los signos tipicos de una infeccién. Un cerdo murié en el intervalo de 2 dias y otro
cerdo, en el intervalo de 9 dias después de la infeccién. Los cerdos supervivientes se eutanasiaron después de 21
dias y se examinaron mediante anatomia patologica. A este respecto, 4 o 5 cerdos mostraron lesiones pulmonares
(Figura 4), lo que para el uso como vacuna es completamente inaceptable.

Para la generacion de una cepa vacunal, por tanto, se tenian que incluir otras deleciones. Como genes diana para
esto se seleccionaron el gen aspA y el gen hybB. Partiendo del mutante triple se generaron dos mutantes
cuadruples, respectivamente uno con gen aspA o hybB delecionado adicionalmente. Ademas se cred un mutante
quintuple en el que estaban presentes en forma inactivada tanto el gen aspA como el hybB. Estos mutantes se
caracterizaron fenotipica y genotipicamente. A este respecto, los mutantes generados se pudieron identificar
mediante analisis de PCR (Figura 3), analisis de transferencia de Southern después de digestion con enzimas de
restriccion y electroforesis en gel de campo pulsado como mutantes isogénicos libres de ADN extrafio.

A continuacién, el mutante quintuple se comprobd en un ensayo animal con respecto a sus propiedades de
virulencia. Segun el esquema que se ha explicado anteriormente, se expusieron 9 animales en la camara de aerosol
al patogeno con una dosis de 9,1 x 10* ufc por cinco animales asi como con el mutante quintuple en una dosis de
1,56 x 10° ufc por cinco cerdos. En el grupo con el mutante quintuple, 6 de 9 animales un dia después de la infeccion
mostraban una temperatura corporal elevada de mas de 40,5 °C y 3 de 9 animales rechazaron la ingestion de
alimentos. Tres dias después de la infeccién, la temperatura corporal de todos los animales vacunados con el
mutante quintuple se encontraba por debajo de 40,5 °C y el dia 7 después de la infeccidon, solamente un animal
vacunado desarroll6 tos. Los cerdos en el grupo de control, por el contrario, desarrollaron graves sintomas de
enfermedad, tales como anorexia, letargia, dificultad respiratoria (disnea) o vémitos el primer dia después de la
infeccion. Los animales se eutanasiaron y se realizé su necropsia después de 7 o 21 dias. Los animales que se
habian infectado con el mutante quintuple a este respecto tenian significativamente menos lesiones pulmonares
(Figura 4) que un grupo de control infectado con la cepa de tipo natural (ensayo de Wilcoxon, p < 0,05). Todos los
animales mostraron 21 dias después de la infeccién claros titulos de anticuerpos. Pero las lesiones pulmonares
causadas todavia siguen siendo demasiado intensas, de tal manera que este mutante quintuple todavia no se puede
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usar como cepa vacunal.

Por tanto, el objetivo posterior era continuar atenuando el mutante quintuple generado. Para esto se deleciond el
gen fur (ferric uptake regulation, fur). Para la mutagénesis se tenia que construir un vector de conjugacion especifico
de serotipo, ya que las diferencias de secuencia entre los serotipos 2 y 7 eran tan grandes que el plasmido de
conjugacion empleado por Jacobsen no condujo a ningun "entrecruzamiento simple" en el serotipo 2. Con ayuda del
sistema de la "transconjugacién de una sola etapa" se pudo generar entonces un mutante séxtuple que se ha
confirmado en la caracterizacion genotipica y fenotipica como mutante isogénico libre de ADN extrafio (Figura 5).

Para examinar las propiedades de virulencia del mutante séxtuple se expuso un grupo de 5 cerdos con el mutante
séxtuple a una dosis de 1,1 x 10° ufc por cinco animales en una camara de aerosol. Cuatro de los cinco cerdos
expuestos al mutante séxtuple mostraron un dia después de la infeccién una temperatura corporal elevada de mas
de 40,5 °C. No eran detectables otros sintomas. Los animales infectados se eutanasiaron tres semanas después de
la infeccion y se examinaron mediante anatomia patoldgica. Todos los cerdos tenian en la necropsia solo minimos
cambios anatomopatolégicos (parte de lesion pulmonar promedio de 0,3).

El dia 21 después de la infeccidn, los mutantes quintuples y séxtuples se pudieron comprobar solamente en una
muestra de tejido pulmonar intacto, mientras que la cepa de tipo natural se pudo reaislar de 4 de 5 muestras.

Los cerdos infectados con, respectivamente, el mutante quintuple o séxtuple no mostraron en ningin momento
después de la infeccién un titulo de anticuerpos en un ApxII-ELISA, pero mostraron una reaccién mensurable en un
deELISA 21 dias después de la infeccion.

Una vacuna viva para A. pleuropneumoniae, compuesta de solamente un serotipo, solamente tiene un futuro
comercial cuando, adicionalmente a una proteccion frente al serotipo propio, puede transmitir también una
proteccion que abarque serotipos. Por tanto, se prescindié de la comprobacion de una proteccion homéloga en caso
del empleo del mutante séxtuple como vacuna viva. En lugar de esto se llevd a cabo un ensayo animal con
exposicion heterdloga después de la inmunizacion.

A este respecto se habian inmunizado 10 cerdos con edad de 7 semanas con el mutante séxtuple mediante
administracion por aerosol, mientras que 5 animales de control se trataron solamente con solucién salina (150 mM).
Ambos grupos a continuacion se infectaron con un serotipo 9 de A. pleuropneumoniae. Los grupos se eutanasiaron
y sometieron a necropsia de nuevo 7 dias o 21 dias después de la exposicion. Los resultados muestran un claro
efecto que abarca serotipos de la vacuna viva. De este modo, 3 de los 5 animales del grupo de control murieron,
mientras que todos los animales del grupo vacunado no desarrollaron sintomas clinicos o solamente pocos. Los
cerdos vacunados mostraron un indice de lesién pulmonar claramente menor que los animales de control (Figura 6).
La cepa vacunal se pudo aislar solo esporadicamente, mientras que durante el reaislamiento de la cepa natural no
aparecieron diferencias entre el grupo vacunado y el de control (Tabla 1). Tres semanas después de la inmunizacion
se ensayaron todos los cerdos en el deELISA y ApxlI-Elisa. Los animales de control en ambos ensayos mostraron
un titulo negativo, mientras que los animales vacunados mostraron un titulo de anticuerpos comprobable en el
ensayo de deELISA, sin embargo, no en el ApxII-ELISA (Tabla 1). Tres semanas después de la infeccion, dos de los
animales supervivientes del grupo de control mostraron un titulo de anticuerpos en el deELISA y un animal fue
positivo en el ApxII-ELISA.

Los animales vacunados mostraron titulos elevados en el deELISA y dos fueron positivos en el ApxlI-ELISA.
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Ejemplo de realizaciéon 3

3.1. Identificacion, clonacion y expresion de proteinas inmunégenas de M. hyopneumoniae

Ya que la fracciéon de membrana contiene la mayoria de las proteinas inmundgenas, para la identificacion de nuevas
proteinas inmundgenas de M. hyopneumoniae se prepararon principalmente fracciones de membrana de células que
se habian cultivado en condiciones convencionales de laboratorio. Las proteinas de membrana y las proteinas
asociadas a membrana se obtuvieron mediante extraccion con Triton X114 (Regula et al, Towards a two-
dimensional proteome map of Mycoplasma pneumoniae, Electrophoresis, 2000, 21, 3765-3780).

A continuacion, los extractos de membrana se separaron en electroforesis en gel 2-D y se examinaron con una
posterior transferencia de Western, ensayandose distintas condiciones de enfoque tales como gradiente de pH vy
concentraciones de gel. Para la deteccion de posibles proteinas candidatas se us6 un suero de convaleciente. En
este caso se trata de un combinado de cinco sueros individuales de cerdos no vacunados, en los que existia una
infeccion por M. hyopneumoniae. Para la comparacion se sometieron a transferencia las muestras también con un
suero hiperinmune que se habia preparado mediante el uso de la vacuna "Respiporc M.hyo 1 Shot" de Impfstoffwerk
Dessau-Thornau (IDT, Alemania). Por ello se hallaron los puntos que reaccionaban solo, o al menos claramente de
forma mas intensa, con el suero de convaleciente.

De un gel tefiido con azul de Coomassie se troquelaron varios puntos de proteina, de los cuales se identificaron los
puntos N° 43 y N° 48. Para la identificacion, los puntos se digirieron con tripsina y los péptidos producidos en este
caso se analizaron con ayuda de un Q-Tof MS.

El punto 43 se identificé como lipoproteina hipotética Mhp378. La proteina muestra las maximas homologias con
lipoproteinas hipotéticas de otras especies de micoplasmas. Hasta ahora no existen indicios de posibles funciones
de estas proteinas. Para otros trabajos, tales como el establecimiento de un ensayo ELISA para la deteccion de
animales infectados de forma natural, se necesitan mayores cantidades de proteina recombinante. Para esto se
construyeron vectores de expresion para la produccion de proteinas de fusion de GST.

El gen mhp378 correspondiente a la lipoproteina Mhp378 codifica una proteina de tamafio de 708 aminoacidos y
contiene tres codones TGA en las posiciones de aminoacidos 209, 253 y 585. Con motivo de la utilizacion de codén
especifica en micoplasmas, estos tripletes no funcionan como codén de terminacién, sino que codifican triptéfano.
Para la expresion heteréloga del gen mhp378 en E. coli se muté mediante mutagénesis de PCR segun el método de
Shigaki y Hirschi (2001, Use of class IS restriction enzymes for site-directed mutagenesis: Variations on Phoenix
mutagenesis; Analytical Biochemistry 298: 118-120) el codén TGA’®® a TGG. Para esto se amplifico la region entre
las posiciones de aminoacidos 253 y 585 con ayuda del cebador de PCR oMHP378E y oMHP378F y se amplifico la
region entre las posiciones de aminoacidos 585 y el final de la fase de lectura con los cebadores oMHP378G y
oMHP378H. En la zona de solapamiento se cortaron ambos fragmentos con la enzima de restriccion BsmBl y se
ligaron El fragmento resultante codifica el extremo carboxi de la proteina (aminoacido 286 a 708) y se clon6 en el
vector de expresion pGEX5-3 (Figura 7). El vector de expresion construido de este modo pMhp378-500 posibilita en
E. coli DH5a la sintesis inducible de una proteina de fusiéon GST-Mhp378(“286'7°8). La proteina expresada esta
presente en E. coli DH50. como agregado insoluble. Mediante el tratamiento con un tampon urea 5 M se purifico
sustancialmente la proteina de fusiéon agregada.

El gen mhp651 que codifica la lipoproteina Mhp651 contiene 5 codones TGA en las posiciones de aminoacidos 243,
309, 351, 474 y 603. Para examen adicional se construyeron dos vectores de expresion de forma analoga al
procedimiento descrito para mhp378.

Para la expresion del extremo amino con los aminoacidos 19 a 210, la region del gen mhp651 entre los dos puntos
de corte de EcoRI en las posiciones de nucledtidos 53 y 623 se amplifico, cortd y clond en el vector de expresion
pGEX5-2. El vector de expresién construido de este modo thp651-N(aa19 a210) posibilita en E. coli DH5a la sintesis
inducible de una proteina de fusion GST con la regiéon aminoterminal de la proteina Mhp651.

Para la expresion del extremo carboxi (aminoacidos 351 a 714) se mutaron los codones TGA en las posiciones 47 y
603 segun el procedimiento que se ha descrito anteriormente hasta dar TGG. Para esto se tuvieron que amplificar
los fragmentos de PCR y se cortaron con BsmBl, se ligaron y se clonaron en el vector de expresion. El vector de
expresion construido pMhp651-C (@a351714) contiene la region carboxiterminal de la proteina.

Para la obtencién de las proteinas de fusion de GST se cultivaron las cepas correspondientes de E. coli DH50. en
volumenes de hasta 200 ml. La induccién de la expresion y la purificacion de las proteinas de fusion mediante
cromatografia de afinidad se realizaron segun la indicacion del fabricante (Amersham Biosciences). Las dos
proteinas de fusion GST-Mhp651-N©"19210) v GST-Mhp651-501-C#2**'7'*) se expresaron como proteinas solubles
en E. coli DH5a. y se purificaron.

Las proteinas de fusién purificadas GST-Mhp378@2%¢7%)  GST-Mhp651-N©1921% y GST-Mhp651-C@23*1714) e
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comprobaron a continuacién en experimentos de transferencia de Western con respecto a su reaccién con los
sueros de convaleciente y el suero hiperinmune. Las tres proteinas mostraron una reaccion positiva con ambos
sueros, siendo la intensidad de la interaccién con el suero de convaleciente claramente mas intensa. La proteina
GST utilizada como control no reaccioné con ninguno de los dos sueros. Los dos genes mhp378 y mhp651
predichos a causa de la secuencia del genoma de M. hyopneumoniae, por tanto, se expresan in vivo y las proteinas
correspondientes son inmundgenas.

Para la caracterizacion adicional, las proteinas de fusién recombinantes GST-Mhp378 (2a286-708) y GST-Mhp651-
C@a%171) g6 aplicaron como antigeno de fase solida sobre placas de ELISA Polysorb® En primer lugar se
ensayaron posibles reacciones cruzadas con las demas especies de Mycoplasma que aparecen en el cerdo. Para
esto se incubaron placas de ELISA con sueros policlonales de conejo que estan dirigidos contra preparaciones de
células enteras de M. hyorhinis, M. hyosynoviae y M. flocculare.

Las proteinas de fusion se disolvieron para esto en primer lugar en un tampén carbonato (50 mM, pH 9,6) y se
establecié la concentracion de recubrimiento 6ptima mediante titulacion en damero mediante el uso del suero de
convaleciente de cerdo, resultando una concentracion optima de 2,5 ug/ml.

A continuacion se recubrieron las placas de microtitulacion de 96 pocillos Polysorb® (Nunc, Roskilde, Dinamarca)
con 100 pl de la solucién proteica diluida por pocillo a 4 °C durante una noche sin bloqueo posterior. Como control se
uso una placa de ELISA (IDEXX HerdCheck M. hyopneumoniae) que esta recubierta con el antigeno celular
completo de M. hyopneumoniae. Los sueros diluidos y los conjugados de peroxidasa-cabra anti-cerdo o -cabra anti-
conejo (Dianova, Hamburgo, DE) se incubaron respectivamente durante una hora a temperatura ambiente. El ELISA
se desarrollé a continuacion mediante el uso de ABTS (2,2'-azino-di-[3-etilbencitiazolinsulfonato]) y se midio el
aumento de la intensidad cromatica con una DO de 405 nm.

Los resultados experimentales muestran una intensa reaccién cruzada de los sueros hiperinmunes de conejo
dirigidos contra M .flocculare y M. hyorhinis en la placa de ELISA disponible en el mercado gFigura 8A). De las dos
proteinas de fusion ensayadas, Unicamente la proteina de fusion GST-Mhp65‘I-C(aae"gz'714 mostré una reaccion
cruzada con el suero hiperinmune especifico de M. flocculare (Figura 8B), mientras que la proteina de fusion GST-
Mhp378(“254'7°8) se reconocio Unicamente por el suero inmune especifico para M. hyopneumoniae (Figura 8C).
Estos experimentos muestran que las proteinas Mhp378 y Mhp651 inmundgenas aisladas de M. hyopneumoniae se
pueden usar como marcadores especificos para la deteccion de animales utiles infectados por M. hyopneumoniae o
animales utiles vacunados e infectados de forma natural sin que se produzcan reacciones de falsos positivos, debido
a una colonizacién/infecciéon de los cerdos con otros micoplasmas.

Ejemplo de realizacién 4

4.1. Identificacion, clonacion y expresion de proteinas inmunégenas de S. Typhimurium

Para la identificacion de proteinas inmundgenas de S. Typhimurium se aislaron proteinas asociadas a superficie a
través de un método de "lavado con detergente" establecido en el laboratorio del solicitante y se detectaron
mediante electroforesis en gel 2D en combinacién con transferencia de Western. En este caso, las proteinas en
primer lugar se separaron segun su punto isoeléctrico y después segun su movilidad electroforética en un gel de
SDS-PAGE y a continuaciéon se transfirieron mediante un aparato de transferencia en semi-seco sobre una
membrana de nitrocelulosa. Mediante tres sueros se comprobaron las proteinas transferidas con respecto a su
inmunogenicidad.

El suero 1 es un suero vacunal porcino que se habia obtenido después de multiple inmunizacién de cerdos con la
vacuna viva atenuada SALMOPORC?® (fabricante: Impfstoffwerk Dessau, Alemania). El suero 2 es un combinado de
sueros de animales que no se habian vacunado frente a S. Typhimurium, sino que resultaron positivos en la
serologia de jugo de carne en cuanto a anticuerpos de salmonela. El suero 3 es un combinado de sueros de en total
120 animales que se habian infectado en el marco de un ensayo de alimentaciéon con S. derby. Ademas de la
observaciéon de proteinas expresadas de forma diferencial después del cultivo en condiciones normalizadas de
laboratorio y en condiciones de carencia de hierro, se busco sobre todo aquellas proteinas que se reconocian como
inmunogenas tanto por el suero inmune como por ambos sueros de convaleciente.

De este modo se identifico la proteina DWST-5 (outer membrane porin NmpC / OmpD precursor) como expresada
de forma diferencial. La proteina DWST-5 se comprobé mediante una busqueda en banco de datos con respecto a
su idoneidad para el desarrollo de una vacuna viva de marcador negativo. Una proteina adecuada tiene que
presentar una elevada especificidad por salmonelas, de tal manera que se eviten en la medida de lo posible
reacciones cruzadas con anticuerpos frente a otras enterobacterias cuando se emplea como antigeno de fase solida
en un ensayo ELISA. La proteina DWST-5 identificada como porina D de membrana externa (OmpD) muestra una
elevada especificidad por Salmonella spp. y dispone, ademas, de 14 epitopos antigénicos predichos y ocho regiones
expuestas a superficie en su secuencia (Figura 9).
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El gen ompD se amplificé mediante PCR de ADN cromosomico de la cepa de SALMOPORC® y se clond "en fase"
en el vector de expresion pGEX5x-3. Con el plasmido construido de este modo pSOM500 se pudo producir en E. coli
una proteina de fusién recombinante glutation S-transferasa-OmpD (GST-OmpD).

El desarrollo de una vacuna viva de marcador negativo esta acoplado al desarrollo de un sistema de diagndstico
basado en ELISA que, en la practica, posibilita la diferenciacion de animales vacunados y enfermos. Para esto, la
proteina recombinante GST-OmpD se aplicé como antigeno de fase sélida sobre placas de ELISA Polysorb® y se
ensayd con distintos sueros, ya empleados con un sistema de ELISA comercial para el diagndstico de S.
Typhimurium.

Un suero nulo de un ensayo vacunal con la vacuna usada SALMOPORC® sirvié como control negativo, un suero
hiperinmune después de la cuarta inmunizacién, como control positivo. Los ensayos muestran que todos los sueros
positivos en el ELISA comercial presentaban en el ELISA de OmpD una absorcion al menos el doble de grande que
la del control negativo.

En una identificacion masiva con sueros de cerdo en la que se examiné en paralelo con el ELISA comercial
Salmotype Pigscreen®, se emplearon placas con preparacion de agregado de GST-OmpD 0,5 ug/ml y placas con
proteina de fusion purificada mediante cromatografia en columna 0,5 pg/ml. Ambas reaccionaron de forma muy
diferente, habiéndose de suponer que en el caso de la preparacion de agregado no purificada aparecieron de forma
multiplicada reacciones cruzadas con proteinas de E. coli. En el ELISA con la proteina de fusion purificada
reaccionan mas focos de forma positiva que en el ELISA de Salmotype Pigscreen, lo que habla a favor de una
mayor sensibilidad o a favor de una mayor especificidad.

4.2. Construccion de una vacuna viva isogénica de marcador negativo con la delecion del gen ompD en S.
Typhimurium

Para la mutagénesis del gen ompD en S. Typhimurium se seleccioné con pROKB1 un vector que dispone de un
replicén R6K. Ya que este replicdn necesita para la replicacion en la bacteria necesariamente el producto del gen del
fago lambda pir, el vector se puede emplear en Salmonella como vector "suicida".

Un gen ompD acortado se produjo a partir de dos fragmentos de PCR que se amplificaron de regiones en los
extremos &'y 3' del gen. Los cebadores localizados hacia el centro del gen llevan, respectivamente, un punto de
corte de enzima de restriccion BsmBI (McCaffery et al., 1996, A novel system for the rapid generation of precise DNA
deletions. Nucleic Acids Res. 24, 5048-5050). Ambos trozos se cortaron después con BsmBI y se ligaron. Por ello se
produjo una mutacion "en fase" en el gen que no contenia ningun tipo de ADN extrafio. Entonces, los fragmentos
individuales ligados en primer lugar se clonaron en el vector pTOPO 2.1 (pSOMB800) y después se convirtieron en el
vector pPROKB1 (pSOM14666).

El plasmido de mutagénesis pSOM14666 debia transferirse mediante conjugacion de la cepa 2155 de E. coli
auxotrofa para DAPI como donador portador de plasmido a la cepa vacunal de S. Typhimurium Salmoporc® como
receptor. Después de la seleccion (en placas que contenian kanamicina) y contraseleccion (en medio que contenia
sacarosa) se debian aislar mediante identificacion por PCR clones en los que habia tenido lugar una recombinacion
homologa. El protocolo para la conjugacion se establecié de antemano para Actinobacillus pleuropneumoniae y se
tuvo que adaptar a S. Typhimurium, ya que en los primeros experimentos con el método convencional no se
pudieron generar mutantes estables de delecion. Para esto se optimizaron el medio de cultivo (agar sangre) asi
como el tiempo de cultivo del receptor de salmonela.

Después de la optimizacion del método de conjugacion (cultivo del receptor en agar sangre a lo largo de
aproximadamente 40 horas a 37 °C) se pudieron aislar transconjugados de salmonela con plasmido de mutagénesis
integrado ("entrecruzamientos simples"). Con estos aislados se llevd a cabo una contraseleccion con sacarosa. En
este caso se seleccionaron los patdégenos que, a través de una segunda etapa de recombinacion, habian eliminado
de su genoma el plasmido (estos patégenos ya no llevan el gen para la levansacarasa y, por tanto, no solo son
sensibles a sacarosa). También en este caso se tuvieron que adaptar las condiciones de cultivo en comparacién con
el protocolo establecido; de este modo, era necesario mantener los patégenos después del cultivo en el medio de
contraseleccion durante 72 horas a 4 °C para obtener un buen rendimiento de "entrecruzamientos dobles". Los
clones de la contraseleccién se comprobaron después en una PCR con respecto a su genotipo de ompD para
asegurar que llevaban el gen ompD acortado.

De este modo se pudo crear un mutante de desactivacion de ompD isogénico que se comprobd a través de PCR y
transferencia de Southern. Como se muestra en la Figura 10, se seleccion6 una enzima (Pstl) que en el tipo natural
y en el mutante corta respectivamente delante y detras del gen diana y que da en el tipo natural un fragmento de
tamafio de aproximadamente 3900 pb, en el mutante un fragmento de tamafio de aproximadamente 2900 pb.
Ademas se selecciond una enzima (BspHI) que corta dentro del gen de tipo natural, pero no en el gen acortado del
mutante, resultando para el tipo natural fragmento de tamafio 6000 pb y 5000 pb, para el mutante un fragmento de
aproximadamente 9300 pb.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Gerlach, Prof. Gerald F
<120> Vacuna bacteriana
<130> GRL104
<160> 2
<170> PatentIn versién 3.1
<210> 1
<211> 1272
<212> ADN
<213> Mycoplasma hyopneumoniae
<220>
<221> Mhp378 C_region

<222> (1)..(1272)
<223> extremo carboxi de Mhp378 comenzando en la posicién de acido nucleico 856 a 2127

25

15

<400> 1
attcttegtt ctittccaga ggcccrtica ggaggatcca ctgattcgge aaaatcagrt &0
ttaggaattg atéatcaagc aacgctagtt tttgetcttg ccagatcagt ttctgaaggt 120
aatcgatccc aggaagttac cgttcttgat aggcaaaaga atttaattga ttatatatct 180
tttatagata aacctgattc aattaggtat aaaaatttag aaaaaatttt taatttatta 240
agccaaggga taaaagatcg ctcaatttat tatacatctg caggggagta taaftcaact 300
tttttccgga atcatcagca ggttttctca attggttcaa cttcaggcta tttccataat 360
tttgttaaac caacagcgac aaattarcaa atcggctita agaaaaatga tggtcttaag 420
tcagtttata gcgttagcta CCCCaaattt agcgcaattg tatcacttga agatctcaad 480
gatataacca aagatctaga aataacagcea accgatggta gctctaaatt aazaattgat 5490
gctaaatttt taggaaaact taaagaatat gcacagcaaa atccagttaa aaaagtgtttl 600
tattttactg atcgatcaga aaaaccttca ggtatcttcg aaaaagatta tattgtttta 660
ggcaaataca aaaatgacaa aaacgaagaa tttaatggcc ttgtaattcc aacttataca 720
gaactctata aaaattctgg atcaaatgec Ccttaatgatg atgaacttgc acttgaagcc 780
ccaccgcata aattcgatge aaatagtaaa atcaccccca ttgtcgecca aggtcctgat 840
ctaattttta tthattcaac tgaaaaagaa gataaagccg caaaagcttt tgttaaatgg 9060
cttrtgacag aaaaaatagt ctttgaggaa aatagtcagg aaaaaatgac t;cgcttgag 960
tattttgcca gagcaacttc atatttatta ccaataaaat caacacttga taaaacccat 1020
tttagtccaa aaaatagatc acagaaatit atacttgacc aatttagtaa atttcttaat 1080
gctgattcaa aaggaaaata itcgcttgtc tatgataatg ccgatgcaaa cgcttcatcce 1140
.ttccgtgaat cactagattc ttcagttgcc cagatgcaat cattaaaagc cagcgatgga 1200
aaagtgcgta gttttaaaga gtttttagaa aaactagagq gaaatttagg tectgetttt 1260
aaarcaaaat aa 1272
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<210> 2

<211> 1095

<212> ADN

<213> Mycoplasma hyopneumoniae

<220>

<221> Mhp651 C_region

<222> (1)..(1095)

<223> Extremo carboxi de Mhp651 comenzando en la posicion de acido nucleico 1051 a 2142

16

<400> 2
tggacttcag attatcitgc agaagaaacc ggaaatggcc ttgatttagt catcgatggg 60
cattcgcata caaaaatcga aattcacaaa cccaaagaag ataaaaaagrt ttgggtaace 120
caaactgagyg cctatgcaaa atggctcggg gacattgatt tagtttttga tactgaaact 180
ggcgagatag taaaaattgt acaatcttta agagatatta accaaatcaa tattgtaacc 240
agagatttat cagaacatta tatcaaéaaa cttcataaag tttatgatgt agaaaatgat 300
gtaaaagtat ttaattcgcc tggtgttttt gaacatgttc aatcaattga gatcaacaaa 360
actccttact ggattggacyg ggtaaaacca acttcattag gggtaatgac agcagatgec 420
attgcttggg aatétgcaaa aagttcaaaa gaacaagtac aaagtacgaa aaatgaaatt 480
gcaacacrtg ataattcctt aggacttata aacggtggta gtcttagaac agatctaaaa 540
agtggtgaaa tcaaaagagg agatgtttta ggggttagtc cttttgggaa taggattgta 800
actattaaac taaaaggaga tacacttaaa aaaactctcg aatacggact trctatgggg 660
aaacaaggceg catttgocca actatcttca aatatttcct ataaagtcaa agttgaaaaa. 720
gggactgatc cgaaaaccaa aatagaatcc tgggtrttgga aaccégatac aacatrccttt 780
aaaattaata acaagccgat tgatgataac aaattttact atttaagcac aaatgattrat 840
ctttcagegy gocggggacag ctattaéatg ttaaatctag gtaaaaacag ggatattgaa 900
aaagtttatg agggagttca atatattgat tctttaatta aatatggtcaratatttggac 960
aaattaacta aagattcaag tcaaaaagat ctatttgocc acacattcca agaafattta 1020
agttctgatt ttacaaaaaa tcaacaagtt gégattcctc aagaagctrct aacgaaaagc 1080
caaagtcaat cttaa 1095
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REIVINDICACIONES

1. Vacuna bacteriana para la aplicacion en un animal, en particular un animal Gtil, que comprende al menos un
serotipo del organismo Salmonella enterica con al menos respectivamente una mutacion de desactivacion en al
menos tres genes cromosomicos distintos, comprendiendo el al menos un serotipo Salmonella Typhimurium con al
menos una mutacion de desactivacion en un gen que codifica la proteina OmpD.

2. Vacuna de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que la al menos respectivamente una mutacion de
desactivacion es una delecién no marcada.

3. Procedimiento para la produccién de una vacuna de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado
por que para la mutagénesis de OmpD en el serotipo Salmonella Typhimurium se usa un vector pROKB1 con un
replicén R6K que contiene el gen OmpD con una mutacién de desactivacion.

4. Bacteria usada en una vacuna bacteriana de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 2.

5. Vacuna viva de marcador negativo que comprende al menos una vacuna bacteriana de acuerdo con al menos
una de las reivindicaciones 1 a 2.

6. Vacuna inactivada de marcador negativo que comprende al menos una vacuna bacteriana de acuerdo con al
menos una de las reivindicaciones 1 a 2.

7. Proteina inmundgena sintetizada por al menos un agente infeccioso bacteriano de un animal en una vacuna de
acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizada por que genera anticuerpos que
preferentemente no son esenciales para una respuesta inmune protectora y donde interacciona con anticuerpos de
al menos un suero de cerdos infectados por Salmonella Typhimurium y con anticuerpos de al menos un suero de
cerdos vacunados con una vacuna frente a Salmonella Typhimurium, comprendiendo la proteina inmundgena la
proteina OmpD de Salmonella Typhimurium.

8. Proteina inmundgena de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizada por que esta presente en forma de una
proteina de fusion glutation S-transferasa-OmpD.

9. Uso de una proteina inmunoégena de acuerdo con una de las reivindicaciones 7 u 8 para la deteccion de animales
infectados de forma natural, de animales vacunados con una vacuna bacteriana de acuerdo con al menos una de las
reivindicaciones 1 a 2 y/o de animales infectados de forma natural y vacunados con una vacuna bacteriana de
acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 2, en particular de cerdos.

10. Procedimiento de diagndstico para la diferenciacion de animales infectados, de animales vacunados con una
vacuna bacteriana de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 2 y/o de animales infectados de forma
natural y vacunados con una vacuna bacteriana de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 2, que
comprende la determinacion serologica de proteinas inmunégenas no esenciales para la respuesta inmune
protectora, en particular OmpD, en animales infectados de forma natural y/o en animales vacunados con una vacuna
bacteriana de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 2.

11. Procedimiento de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado por que se lleva a cabo en
forma de un ensayo ELISA.

12. Placas de identificacion, en particular placas de ELISA, con una proteina inmunégena de acuerdo con una de las
reivindicaciones 7 u 8.
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