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RESUMEN

El principal objetivo de este trabajo fue realizar una revision sobre la adhesina
P97 de Mycoplasma hyopneumoniae destacando la importancia de esta proteina como mediadora
principal de la virulencia del agente. Para ello se han descripto las variaciones genéticas entre las

distintas cepas y los mecanismos méas importantes de infeccion e interaccion con el huésped.

Debido a las grandes pérdidas en la industria del ganado porcino que produce
Mycoplasma hyopneumoniae como uno de los principales agentes de la Neumonia Enzooética
porcina, se ha hecho hincapié sobre el desarrollo de vacunas que incluyen diferentes antigenos y
los resultados a nivel inmunitario que se obtienen al utilizarlas, asi como también se menciona la

implicancia de la P97 en los métodos serodiagnosticos.
SUMMARY

The main objective of this work was to perform a review about the P97 adhesin of
Mycoplasma hyopneumoniae highlighting the importance of this protein as the main mediator of
agent virulence. Thus we have described the genetic variations between the different strains and

also the most important mechanisms of infection and interaction with the host.

Due to large losses in the pig industry producing Mycoplasma hyopneumoniae as one of
the main agents of Porcine Enzootic Pneumonia, emphasis has been placed on the development of
vaccines that include different antigens and the immunological results obtained when using them,

as well as the implication of P97 in serodiagnostic methods.




1. La neumonia enzodtica porcina.

La neumonia enzootica porcina (NEP) es una enfermedad respiratoria cronica
presente en la gran mayoria de los sistemas de cria de cerdos intensivos (Thacker & Minion, 2012).
Es una de las enfermedades de mayor impacto en la industria porcina, causada por Mycoplasma
hyopneumoniae. La infeccion se establece a través de la colonizacion del epitelio respiratorio del
cerdo, un proceso iniciado por la adherencia del patdogeno a los cilios del huésped. El éxito de la
colonizacion resulta en ciliostasis y desprendimiento de los cilios de la superficie epitelial,
alterando de esta manera la barrera mecanica mucociliar y dejando al huésped susceptible a

infecciones secundarias (Blanchard et al. 1992; DeBey et al. 1994).

Esta enfermedad se caracteriza por una elevada morbilidad, que puede llegar al
100%, pero con baja o nula mortalidad en caso de no existir infecciones secundarias causadas por
otras bacterias como Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma
hyorhinis, Streptococcus suis, Haemophilus parasuis, Bordetella bronchyseptica o

Arcanobacterium pyogenes.

Cerdos de todas las edades son susceptibles a la infeccion por M. hyopneumoniae,
sin embargo, la enfermedad usualmente no se presenta en animales menores de 6 semanas de edad.
La NEP presenta una prevalencia particularmente alta en animales de desarrollo y terminacion y
la severidad de la misma depende de diversos factores como por ejemplo la presion de infeccion,
la presencia de infecciones secundarias concomitantes y las condiciones ambientales (Maes et al.

2008).

Cuando Ia infeccion por M. hyopneumoniae no se complica con infecciones
secundarias, la enfermedad puede tomar un curso subclinico en cuyo caso el impacto de la misma
se vera reflejado en algunos indices productivos como la pérdida de la ganancia diaria de peso,
aumento en los valores de conversion alimenticia y aumento en el tiempo de terminacion de los

animales.

2. El agente: Mycoplasma hyopneumoniae

M. hyopneumoniae es un microorganismo procariota que taxondmicamente
pertenece al género Mycoplasma, a la familia Mycoplasmataceae, al orden Mycoplasmatales y a

la clase Mollicutes. Una de las caracteristicas que los distingue de las Eubacterias es la ausencia




total de pared celular y su incapacidad de sintetizar peptidoglicano y sus precursores, condicion
que les confiere resistencia a antibioticos beta-lactimicos. Son microorganismos con un genoma
de tamafio reducido y con un bajo contenido de Guanina-Citocina. El género Mycoplasma
representa los microorganismos de vida libre més pequefios que existen (Hayflick & Razin, 2010)
y en relacion a su filogenia, algunos autores sefialan que provienen de una evolucion reductiva lo
que determina su simplicidad genotipica y fenotipica (Woese et al., 1980). Presenta una
morfologia de células redondas u ovales de un diametro de 400 a 1200 nm, esta limitado por una
membrana de aproximadamente 10 nm de espesor compuesta principalmente de lipidos y
proteinas y presenta una capsula externa de 20 nm de espesor. En el interior de su citoplasma se

puede distinguir material nuclear fibrilar y ribosomas (Tajima & Yagihasi, 1982).

El cultivo y aislamiento del microorganismo es lento y complejo y a pesar de ser
considerada la “prueba de oro” es una técnica poco sensible debido a las exigencias nutricionales
del agente. En caso de obtener el aislamiento, el mismo debe ser diferenciado de otros
micoplasmas de los cerdos, como M. flocculare que presenta incluso similitudes antigénicas a M.
hyopneumoniae. La diversidad antigénica entre cepas de M. hyopneumoniae fue identificada por
primera vez por Frey et al. (1992) y luego ratificada por Artiushin & Minion (1996) y Kokotovic
et al. (1999).

3. Distinta virulencia entre cepas de Mycoplasma hyopneumoniae

Las diferencias genéticas entre cepas de M. hyopneumoniae han sido demostradas
desde hace tiempo (Artiushin & Minion, 1996), pero recién en 2003, Vicca ef al. encontraron
diferencias significativas entre cepas de M. hyopneumoniae de alta, moderada y baja virulencia en
relacion a la severidad de signos clinicos (tos no productiva), lesiones pulmonares macro y
microscopicas y serologia. Desde entonces la diversidad genética del microorganismo ha sido
estudiada alrededor del mundo, incluso en nuestro pais utilizando distintos marcadores

moleculares (Stakenborg et al., 2005; 2006; de Castro et al., 2006; Tamiozzo et al., 2011).

También se ha demostrado la variabilidad en el proteoma de cepas de referencia
patogenas (232 y 7448) y no patogenas (cepa J) (Pinto et al., 2007; 2009; Li et al. 2009) y de
cepas de campo (Calus et al., 2007). Dado que las cepas de referencia tienen el 84% de los genes
en comun y que no existe hasta el momento un marcador molecular capaz de diferenciar entre
cepas de alta y de baja virulencia, de estos trabajos se desprende que existen modificaciones post-

traduccionales que diversifican las proteinas. A pesar de que existe una variabilidad en el proteoma




de mas del 30%, no se ha relacionado tampoco tal variabilidad con la mayor o menor virulencia

de las mismas.

Si bien la dinamica de la infeccion y la severidad de la NEP depende en gran
medida de practicas de manejo y condiciones de alojamiento de los animales, Maes et al. 2008
considera que juega un papel importante la virulencia de la/s cepa/s de M. hyopneumoniae
circulante/s dentro la piara (Vicca et al., 2003), hecho que ya es aceptado por la comunidad

cientifica.

En este sentido, algunos estudios han demostrado que las cepas de M.
hyopneumoniae de alta virulencia tienen mayor capacidad de inducir lesiones pulmonares y
procesos inflamatorios mas marcados respecto a cepas de baja virulencia (Meyns et al., 2007), o
que lechones de 28 dias de edad inoculados con cepas de M. hyopneumoniae de baja virulencia no
fueron protegidos contra la descarga experimental 28 dias después con cepas de alta virulencia.
Por el contrario, basandose en parametros clinicos y patologicos hallaron que la infeccion previa
con cepas de baja virulencia (que no produjeron signos clinicos severos por si mismas) puede
aumentar la severidad de la infeccién posterior con cepas de alta virulencia, por lo que
desaconsejan el uso de las cepas de baja virulencia para su uso como vacunas vivas (Villarreal et

al., 2009).

4. Diversidad genética del agente

La secuenciacion del genoma completo de M. hyopneumoniae seria la prueba de
oro para determinar diferencias genéticas (Oliveira et al., 2008), si bien existen hasta la actualidad
cuatro cepas totalmente secuenciadas: la cepa 232, la cepa J, la cepa 7448 y la cepa 168 (Minion
et al., 2004; Vasconcelos et al., 2005; Liu et al., 2011) otros métodos de diferenciacion mas

rapidos y baratos estan disponibles.

Existen varias técnicas para establecer dichas diferencias. Estas pueden dividirse
en aquellas que necesitan el aislamiento del microorganismo y aquellas que no. Dentro de las
técnicas que necesitan el aislamiento tenemos el RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic
DNAs), que ha sido descripta concretamente para M. hyopneumoniae (Artiushin & Minion, 1996)
asi como para otras especies de micoplasmas (Rawadi, 1998), segiin estudios mas recientes
(Stakenborg et al., 2006), donde se evaluaron varias de estas técnicas, que si bien el poder de
discriminacion fue satisfactorio, el nimero de bandas obtenidos fue bajo utilizando los cebadores
anteriormente descriptos (Artiushin & Minion, 1996). Presenta ademas baja reproducibilidad,

puesto que hay que correr todas las muestras juntas y esto es una limitante cuando se quieren




comparar cepas viejas con cepas nuevas, incluso ha sido informada la existencia de variacion entre
distintas corridas de geles (Hong er al, 2005). El AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) también ha sido descripta previamente para M. hyopneumoniae (Kokotovic et al.,
1999), y al obtener un numero elevado de bandas la hacen una técnica reproducible, pero a su vez,
esto puede entorpecer la interpretacion de resultados. Es una técnica con un poder discriminatorio
de mas del 99% (Stakenborg et al., 2006). E1 AP-PCR (Arbitrary Primed-PCR) fue descripto hace
tiempo por Artiushin & Minion (1996), pero no es una técnica que haya sido luego rescatada y
utilizada en otros estudios posteriores. La electroforesis de campos pulsantes (PFGE por las siglas
en inglés de: Pulsed Field Gel Electrophoresis) descripta por Stakenborg et al. (2005) seria la
técnica de eleccion por su reproducibilidad y alto poder discriminatorio, pero presenta como

limitantes el costo del equipo para poder llevarla a cabo.

Como se mencionara anteriormente, las técnicas que no necesitan del aislamiento
del agente son de eleccion para la tipificacion del mismo, debido a las dificultades en el cultivo
del agente. Dentro de estas, las més utilizadas son la tipificacion de secuencias multilocus (MLST
por sus siglas en ingles de: Multiple Locus Sequence Typing) y el analisis multilocus del nimero
variable de regiones repetidas en tandem (MLVA por sus siglas en inglés de: Multiple-Locus

Variable-number of Tandem Repeat —-VNTR-Analysis).

El anélisis MLST es una herramienta robusta, con alto poder discriminatorio que
ha sido utilizada en estudios de brote (Kuhnert & Overesch, 2014), en la tipificacion del agente en
cerdos salvajes (Kuhnert et al., 2011) y en cerdos de criaderos confinados (Mayor et al., 2008),
sin embargo presenta cierta limitacion cuando se trabaja con muestras clinicas, debido

fundamentalmente a la carga del agente en las mismas.

Afortunadamente, el analisis MLVA ha sido sefialado como una herramienta
molecular capaz de tipificar el agente a partir de muestras clinicas (de Castro et al., 2006, Vranckx

etal., 2011, Tamiozzo et al., 2015).

5. Analisis del niimero variable de regiones repetidas en tindem (VNTR) de P97

De un amplio repertorio de 22 VNTR primeramente descriptos (de Castro et al.,
20006), cuatro de ellos han demostrado ser altamente polimoérficos (P97R1, P146R3, H4 y HS) y
adecuados para la tipificacion del agente sin cultivo previo (Vranckx et al., 2011). Debido a que

el VNTR P97 y la proteina que codifica han sido exhaustivamente estudiados a nivel global y se




considera la adhesina mas importante de M. hyopneumoniae pensamos que es importante sumariar

la informacion disponible en la presente revision.

Como se vera en detalle mas adelante, P97 tiene 2 regiones repetidas en tandem,
R1 presenta el motivo de repeticion AAKP [EV] y R2 P[INS]JQGKKAEG([ATP])- (De Castro et
al. 2006). A nivel genético, se determina el nimero de tripletes de nucleétidos que codifican para
estos aminoacidos y se determina asi el nimero de regiones repetidas en tandem de P97, junto con

otros VNTR para la identificacion de diferentes tipologias genéticas del agente.

Conocer el nimero de repeticiones en tandem de P97 es importante puesto que la
adhesina que codifica, proteina asociada a la superficie celular, es esencial para adhesion del M.
hyopneumoniae al epitelio respiratorio del cerdo y la posterior aparicion de la enfermedad (Hsu et
al. 1997; Zhang et al. 1995). Sin embargo, se ha sugerido que P97 no es el tnico determinante de
la adhesion, ya que incluso la cepa J de M. hyopneumoniae, que tiene una baja actividad de
adherencia y es avirulenta, presenta mas de siete unidades de repeticion en la R1 (siete es el
nimero minimo de repeticiones que debe tener una cepa para adherirse)- Minion, 1998;
Vasconcelos et al. 2005-. Por lo tanto, otras adhesinas, junto con P97, probablemente determinen
la capacidad de adhesion de una cepa de M. hyopneumoniae dado que debe ser un determinante

importante de la patogenicidad.

Para la determinacion de la diversidad genética del agente, nunca se ha utilizado
solamente el VNTR P97, sino que siempre se combina con el andlisis de otras regiones repetidas
en tandem (Lin, 2001; De Castro et al., 2006; Stakenborg et al.,2006; Vranckx et al., 2011;
Nathues et al., 2011; Vranckx et al.,2012; Charlebois et al., 2014; Dos Santos et al., 2015a;b;
Pantoja et al., 2016; Sosa, 2017; Rebaque et al.,2017).

Es importante sefialar también que tanto a partir de cepas de M. hyopneumoniae
(Lin ,2001; De Castro et al., 2006; Stakenborg et al.,2006; Nathues ef al., 2011; Charlebois et al.,
2014), como asi también a partir de muestras clinicas como hisopados nasales o lavados bronco-
alveolares (Vranckx et al., 2011; Vranckx et al.,2012; Dos Santos et al., 2015a;b; Pantoja et al.,
2016; Sosa, 2017; Rebaque ef al.,2017) es posible la determinacion de las unidades de repeticion
de P97. En la tabla 1 se muestran los estudios que, en los ultimos 15 afios, analizaron este VNTR,
la region estudiada (R1 y/o R2) asi como también el tipo de muestra analizada y la region
geografica en donde se realizaron los mismos. Estos estudios a nivel genético han permitido
identificar la diversidad del agente a nivel regional, entre y dentro de piaras incluso dentro del

mismo animal y como puede observarse en la tabla 1, la R1 ha sido la mas analizada (Lin ,2001;




De Castro et al., 2006; Stakenborg et al.,2006; Vranckx et al., 2011; Nathues et al., 2011; Vranckx
et al.,2012; Charlebois et al., 2014; Dos Santos et al., 2015a;b; Pantoja et al., 2016; Sosa, 2017;

Rebaque et al.,2017).

Aunque, como se dijo, el esquema propuesto de los loci mas polimoérficos incluye

ademas de P97, las regiones R3 de P146, H4 y HS (De Castro et al., 2006; Vranckx et al., 2011),

un reciente estudio ha propuesto la tipificacion de M. hyopneumoniae analizando solo P97 y P146

(Dos santos et al., 2015a)

P97 Muestras
R1 R2 analizadas
Cepas de campo
X Cepas vacunales
X Cepas de campo
Muestras clinicas
Cepas de campo

Muestras clinicas

X Cepas de campo

I e A R A

Muestras clinicas
y cepas de campo
Muestras clinicas
Muestras clinicas
Muestras clinicas

Muestras clinicas

HooH A K

Localizacion geograifica

EEUU

Brasil

Bélgica y Lituania
Bélgica

Alemania

Bélgica

Francia

Brasil, Espana, México y EEUU

Brasil
EEUU
Argentina

Argentina

Referencia

Lin (2001)

De Castro et al. (2006)
Stakenborg et al. (2006)
Vranckx et al. (2011)
Nathues et al. (2011)
Vranckx et al. (2012)
Charlebois et al. (2014)

Dos Santos et al. (2015a)

Dos santos et al. (2015b)
Pantoja et al. (2016)
Sosa (2017)

Rebaque et al. (2017)

Tabla 1. Region de P97 analizada de acuerdo al tipo de muestra y la region geografica en
donde se realizaron los estudios citados.




6. VNTR de P97 y su relacion con la patogenia de la neumonia enzoética porcina

Después de la inhalacion de los aerosoles expulsados al medio ambiente por los
cerdos infectados mediante los accesos de tos, el agente debe atravesar la capa de moco que
contiene un sin numero de moléculas glicosiladas que sirven como “carnada” para las adhesinas
de la superficie celular del M. hyopneumoniae y de otras bacterias, evitando asi la colonizacion
del epitelio ciliar. Las adhesinas, por medio de modificaciones postraduccionales son presentadas
en la superficie celular del microorganismo e interactian con un gran numero de moléculas
presentes en las células del epitelio ciliar, en la matriz extracelular de las células del epitelio del

cerdo y otras proteinas circulantes en el medio interno del huésped.

Cuando el agente finalmente coloniza el epitelio ciliar respiratorio al adherirse a
la punta y a los largo de las cilias comprometiendo el barrido mucociliar, causa ciliostasis y muerte
de las células del epitelio, dejando expuesto compuestos subepiteliales. Todo esto genera una

respuesta inflamatoria que puede resultar exagerada.

El plasminodgeno es abundante en el epitelio ciliado y en el lavado bronquio
alveolar de cerdos sanos o enfermos de NEP. Por medio de la union del plasmindgeno a estas
proteinas de superficie de M. hyopneumoniae habria un cambio en la estructura terciaria del
plasmindgeno que facilita el paso a plasmina por parte de los factores activadores del
plasmindgeno. La plasmina participa en la degradacion de los coagulos de fibrina y promueve la
invasion de los tejidos del huésped, ya que degrada proteinas de la matriz extracelular y
membranas basales, por esta razon los niveles de plasmina estan aumentados solamente en cerdos
infectados. El M. hyopneumoniae se une también a la fibronectina, que se encuentra libremente en
fluidos corporales, componentes de la matriz extracelular, en las superficies celulares y facilita la

adhesion y la invasion de los tejidos por parte del agente.

Se ha demostrado que muchos patogenos son capaces de reclutar
glicosaminoglicanos exdégenos (tales como Heparina, Heparan Sulfato, y Sulfato de Condroitina
B) a sus superficies para facilitar la interaccion entre el patdgeno y los componentes de la matriz
extracelular del huésped (Menozzi et al. 2002; Wadstrom et al. 1999). Se cree que la unién a los
glicosaminoglicanos permite a la bacteria evadir el sistema inmune (Chen et al. 1995; Dubreuil et
al. 2002) y modular la respuesta inflamatoria (Duensing ef al. 1999), debido a interacciones con
Quimosinas y Citoquinas del huésped. Por lo tanto, las proteinas de union de los

glicosaminoglicanos se consideran de vital importancia para llevar a cabo el proceso de infeccion.




Las familias de adhesinas P97 y P102 juegan un rol central en la adhesion del
agente al epitelio del tracto respiratorio (Bogema et al., 2011; 2012; Deutscher et al., 2010; 2012,
Hsu 1997, Jenkins et sal., 2006, Seymour ef al., 2010; 2011, 2012, Wilton et al. 2009, Zhang et
al., 1994). P 97 y otras adhesinas sufren modificaciones post-transduccionales, a veces poco
ortodoxas, para presentar en la superficie de la célula del patdgeno, distintas proteinas, aunque

este mecanismo no esta del todo comprendido.

Como se dijo, y al igual que varias adhesinas de M. hyopneumoniae
caracterizadas, P97 cuenta con elementos repetitivos en su secuencia de aminoacidos
(Boguslavsky et al. 2000; Dallo et al. 1990; Hsu et al. 1997); contiene dos regiones repetitivas,
designadas como R1 y R2, localizadas en el extremo Carboxi (C) terminal (Hsu et al. 1998).
Dentro de R1, la secuencia AAKPV/E fue identificada como el epitope de unidn a los cilios (Hsu
et al. 1998), y segin estudios realizados por Minion ef al. 2000 se requieren al menos siete
repeticiones para lograr una union funcional, aunque otros autores como Hsu ef al. 1998; Minion
et al. 2000 han demostrado que se requiere un minimo de ocho copias de la repeticion R1 para
lograr la unién, y también demostraron que no son suficientes para conferir la capacidad de
adherirse in vivo. En cuanto a la R2, esta involucrada en la union del M. hyopneumoniae a la matriz
extracelular del epitelio respiratorio (Jenkins ef al. 2006). Estos datos sugieren que hay proteinas
y mecanismos adicionales implicados en la adhesion al epitelio respiratorio. A su vez, estudios
anteriores determinaron que son necesarias al menos 2,5 copias de la repeticion R1 para su

reconocimiento por el sistema inmune del cerdo (Hsu ef al. 1998).

Como ventaja del estudio del VNTR de P97 se puede mencionar que ha permitido
identificar la diversidad del agente a nivel regional, entre y dentro de las piaras, ¢ incluso dentro
del mismo animal, como desventaja podemos decir que el estudio de un solo VNTR muchas veces

no permite la tipificacion correcta del agente.

Jenkins et al. (2006) mostraron que la proteina P97 sufre modificaciones
postraduccionales obteniendo hasta 4 fragmentos o productos, a saber: fragmentos F1, F2 (que
contienen ambas regiones de repeticion, R1 y R2), F3 (que sélo contiene R1) y F4 (que so6lo
contiene R2) —figura 1-. Mientras que F1 y F2 se unieron a heparina de manera dosis dependiente
y saturable, F3 y F4 se unieron, pero débilmente y de una manera no saturable, indicando una

interaccion no especifica (figura 1).




Amino acid

position 106" 758" 768 914 935 1069
- -— — - > -
F1F FIR F3F F3R F4F F4R

30222 F2 Recombinant cillum
adhesin fragments
147aa F3

135aa F4

Figura 1. Tomada de JenKkins et al., 2006. Representacion esquematica del gen de la
adhesina P97 y los diferentes fragmentos (con sus correspondientes nimeros de aminoacidos
—aa-) que pueden obtenerse mediante procesos de endoprotedlisis post-transducciones. F1:
Fragmento 1, F2: Fragmento 2, F3: Fragmento 3, F4: Fragmento 4. R1: Regién 1, R2:
Region 2.

A modo de conclusion, si bien no es claro atn, se cree que el numero de
repeticiones en tandem de las regiones R1 y R2 de P97 podrian influir en la conformacion
tridimensional de los fragmentos resultantes después de la endoprotedlisis. De hecho, para la R1
se demostrd que a mayor nimero de repeticiones, mayor afinidad a la heparina, por ende existe

mas probabilidad de interaccion con el huésped y mejor colonizacion del tracto respiratorio.

7. Vacunas contra la neumonia enzoética porcina

Las vacunas comerciales actualmente disponibles consisten mayormente de
bacterinas (células enteras de M. hyopneumoniae inactivadas) con adyuvantes que mejoran la
respuesta inmune, tanto humoral como celular. Tales vacunas presentan ciertas desventajas ya que
no evitan lesiones pulmonares, ni impiden la colonizacion por parte del agente (Thacker et al.,
1998). Tampoco son capaces de minimizar la transmisiéon del microorganismo, aunque puede
reducir el nimero de microorganismos en el tracto respiratorio (Meyns et al., 2006). Sin embargo,
muchos estudios han demostrado reduccion de los sintomas clinicos, de las lesiones pulmonares,
mejoras en la performance productiva de los cerdos y por ende mayores beneficios econdmicos
para el productor (Maes et al., 2008; Sibila et al., 2007; Maes et al., 1998; 1999) al utilizar tales

bacterinas.
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El mecanismo por el cual las vacunas ejercen proteccion no es del todo claro.
Después de la vacunacion intra muscular (IM) hay una respuesta inmune humoral y celular
(Thacker et al., 1998), pero el rol protector de ambas respuestas no ha sido conclusivo. Si bien las
bacterinas comerciales inducen una respuesta de anticuerpos especificos en suero, no indica
necesariamente una respuesta inmune protectora. Las limitantes de las vacunas actualmente

disponibles son las que han impulsado e impulsan en la actualidad el desarrollo de nuevas vacunas.

El desarrollo de una vacuna de manera convencional comienza con el cultivo del
microorganismo, la identificacion y seleccion de los antigenos, la obtencion de los mismos y
posteriores estudios de inmunogenicidad. En el afio 2000, Rappouli cambié completamente el
enfoque en el desarrollo de las vacunas, con la denominada vacunologia reversa. En este nuevo
enfoque, se comienza a trabajar con las bases de datos de genomas, ampliamente disponibles,
mediante analisis in silico se seleccionan candidatos vacunales, se obtienen los antigenos y se
realizan estudios de inmunogenicidad. Esto resulta en una considerable reduccion de tiempo para
la obtencion de vacunas. El uso de la vacunologia reversa en M. hyopneumoniae se justifica ya
que es un microorganismo de dificil cultivo, se dispone de 4 genomas completos (Minion et al.,
2004; Vasconcelos et al., 2005; Liu ef al., 2011), el tamafio de su genoma es reducido y tiene un

limitado nimero de proteinas de membrana o secretadas.

Todo esto, en contraste con el hecho de que la mayoria de las vacunas actualmente
disponibles son bacterinas con distintos adyuvantes, que para su desarrollo necesitan del cultivo
del microorganismo que resulta costoso y requiere de mucho tiempo debido a las exigencias
nutricionales del mismo, resulta en una alternativa interesante que es la produccion de antigenos

recombinantes.

Si bien se ha logrado clonar, expresar y purificar numerosas proteinas de membrana y
secretadas (Simionatto et al., 2010; 2012; Marchioro et al., 2012) y ha sido testeada su
antigenicidad en cerdos (Marchioro ef al., 2012), a menudo existen problemas en cada una de estas
diferentes etapas. El clonado de los genes candidatos y la expresion de proteinas recombinantes
puede verse afectado ya que M. hyopneumoniae no utiliza el c6digo genético de la misma manera
que otros procariotas, como E. coli por ejemplo, y hay que desarrollar técnicas alternativas para
lograrlo (Simionatto ef al., 2009). Sucede también que muchas veces las proteinas fabricadas por
el vector resultan toxicas para el mismo obteniéndose por ejemplo proteinas insolubles que
dificultan su posterior manipulaciéon. Los estudios de inmunogenicidad en ratas son faciles de
realizar en nuestro medio, pero los resultados obtenidos en un modelo murino son dificilmente

extrapolables a otras especies. No asi los estudios de inmunogenicidad en cerdos, pero son
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costosos, ya que deberia trabajarse con animales libres de patogenos especificos, en instalaciones
especialmente disefiadas y acondicionadas que muchas veces escapan a las posibilidades de

nuestros centros de investigacion.

8. Vectores vacunales con P97

M. hyopneumoniae inicia el dafio interactuando con el revestimiento epitelial de la mucosa
respiratoria, la cual constituye la primera barrera de defensa. La respuesta inmune de la mucosa
esta caracterizada por la producciéon de Inmunoglobulina tipo A (IgA), ésta proteina previene la
interaccion del patdgeno con los receptores de superficie. La induccion de una respuesta inmune
periférica a través de una inmunizacion parenteral no eleva una significante respuesta de la mucosa
(IgA), sin embargo la inmunizacion de la mucosa es capaz de inducir inmunidad protectiva tanto

en secreciones externas como en compartimientos inmunes periféricos (Marinaro ef al., 1995).

Concretamente refiriéndonos a P97 varios estudios han vectorizado alguna de
estas proteinas (y otras) en distintas bacterias y virus que han sido administradas por diferentes
vias en aras de obtener una buena respuesta inmune. P97 cumple un prerrequisito importante para
el desarrollo de una subunidad vacunal efectiva, ya que es considerada la adhesina mas importante
para M. hyopneumoniae (Zhang y Wise, 1996; Wilton et al. 1998). Los cerdos infectados
desarrollan respuesta inmune contra P97, y los anticuerpos producidos contra esta proteina
previenen la adhesion del patogeno a las células del epitelio respiratorio in vitro (Zhang y Wise,
1996). Ademas, el gen que codifica para P97 ha sido encontrado en todos los aislamientos de M.

hyopneumoniae (Wilton et al. 1998; Meyns et al. 2007), y esta proteina esta bien caracterizada.

Fragmentos de estas proteinas han sido vectorizadas en diferentes sistemas, como
en bacterias: Erysipelothrix rhusiopathiae, Escherichia coli, Pseudomona, Salmonella y en

Adenovirus.

8. a. Vacunas vectorizadas en bacterias

En el caso de Erysipelothrix rhusiopathiae, varios estudios utilizaron distintas
cepas de esta bacteria como vector, y en todos casos se expres6 la misma porcion de la adhesina
P97, el extremo C-terminal, que es el responsable de la adherencia. Asi, Shimoji et al. (2002) al
utilizar la cepa acapsulada y atenuada YS-1, concluyeron, después de la inoculacién intranasal

(IN) en cerdos, que hubo un aumento de IgA especifica contra P97, lo que convertia a este sistema
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en una herramienta prometedora para el uso en vacunas. Un afio después, los mismos autores
(Shimoji et al., 2003) utilizaron otra cepa de E. rhusiopathiae (cepa YS-19, derivada de YS-1) que
administrada intranasal (IN) no demostré ninguna diferencia significativa en la respuesta inmune
humoral (IgG, IgA e IgM) entre cerdos vacunados y no vacunados, pero si una respuesta inmune
celular y una reduccioén en la severidad de las lesiones pulmonares cuando se comparaban cerdos
inmunizados con la cepa YS-19, YS-1 y el grupo control, no inmunizado. Por ultimo, Ogawa et
al.. (2009) utilizaron una tercera cepa recombinante de E. rhusiopathiae (cepa Koganei 65-0.15)
que inoculada oralmente (PO) en cerdos y via Subcutanea (SC) en ratones, también logrd

demostrar una reduccion en la severidad de las lesiones pulmonares.

Chen et al. (2006), evaluaron la respuesta inmune sobre ratones administrandoles
via oral (PO) una vacuna conformada por la proteina recombinante P97 (expresando R1)
vectorizada en una cepa atenuada de Salmonella Typhimurium (denominada aroA CS332). Se
observo una respuesta inmune mediada por células (tipo Th1), es decir que los linfocitos T-helper
1 secretan, ademas de Interleucina 2, una serie de linfoquinas (Interferén Alfa y Factor de Necrosis
Tumoral) que son los principales activadores de macrofagos y linfocitos citotdxicos, en otras
palabras son los efectores de la inmunidad mediada por células (Margni ef al. 1996), pero ninguna
respuesta inmune de tipo humoral ni en suero, ni en lavados pulmonares. Matic et al. (2009),
utilizaron como vector una cepa atenuada de Salmonella Typhimurium (denominada aroA STM-
1) que expresaba el F2 de P97 junto con NrdF (Ribonucledtido reductasa) y demostro al inocular

via oral (PO) a ratones, una diferencia en la respuesta inmune humoral de los animales vacunados.

En la tabla 2 se muestran los principales resultados obtenidos en los trabajos
revisados. Aunque las vacunas vivas utilizadas mostraron buenos resultados en relacion a la
respuesta inmune de los animales vacunados, ya es reconocido que el nivel de anticuerpos contra
M. hyopneumoniae no se correlaciona con la proteccion (Thacker et al., 1998). Dentro de las
posibles desventajas del potencial uso de este tipo de vacunas es que, al ser vivas, hay que
suspender el tratamiento antibidtico; y tanto el almacenamiento como la administracion pueden

llegar ser mas engorrosos.
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Antigeno utilizado

Proteina recombinante

P97 en  Erisipelotrix
rhusopathiae YS-1

Proteina recombinante
P97

rhusopathiae YS-19

en  Erisipelotrix

Proteina recombinante

P97 en  Erisipelotrix
rhusopathiae Koganei 65-
0.15

Proteina recombinante

P97 (R1) en cepa aroA

CS332  atenuada de
Salmonella
Typhimurium

Proteina recombinante
P97 (F2) y NrdF en cepa
aroA STM-1 de
Salmonella
Typhimurium

Via
administracion

Cerdos: IN

Credos: IN

Ratones: SC

Cerdos: PO

Ratones: PO

Ratones: PO

de

Principales resultados

Buena respuesta inmune

local y sistémica.
Respuesta inmune celular
contra P97. Reduccion de
severidad de lesiones
pulmonares

Reduccion de la severidad de

las lesiones pulmonares

No se observd respuesta

inmune humoral. Si

respuesta inmune celular

Respuesta inmune humoral

en vacunados

Referencia

Shimoji et al.

2002

Shimoji et al.
2003

Ogawa et al.

2009

Chen et al
2006
Matic et al
2009

Tabla 2. Vacunas vivas utilizadas como vectores de P97 y/u otras proteinas de M.
hyopneumoniae. Se muestra la especie animal en la que fue testeada, la via de administracion
y los principales resultados obtenidos. Referencias: IN (Intranasal), SC (Subcutanea), PO

(oral).
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8. b. Vacunas vectorizadas en Adenovirus

Los adenovirus se utilizan habitualmente como vectores para transportar genes,
ya sea para la administracién de vacunas o en la terapia génica. Los vectores recombinantes de
Adenovirus (rAd) tienen un tropismo natural por las células mucosas del tracto respiratorio
porcino (Papp et al. 1998; Rosenthal ef al. 1996) por lo que representan una ventaja para el disefio
de vacunas contra NEP. Ademas, los rAd son capaces de entregar eficientemente los transgenes
recombinantes a las células presentadoras de antigenos, capaces de inducir respuesta inmune
especifica tanto celular como humoral contra las proteinas recombinantes expresadas, adecuado
para produccién de alto rendimiento in vitro (Graham, 1987; Fallaux et al. 1998). Considerando
estas ventajas, Okamba et al. (2010) lograron generar vectores de Adenovirus recombinantes (en
este caso utilizd6 Adenovirus tipo 5) expresando la porcion C-terminal de P97 (conteniendo R1 y
R2) designados como rAdP97c¢ y testearon la capacidad de inducir respuesta inmune en cerdos y
ratones. En este estudio se compard el efecto de la vacuna recombinante versus una vacuna
comercial administrada por vias IN e IM y se encontrdo que aquellos animales vacunados con
rAdP97c generaron una buena respuesta inmune de tipo humoral. Observaron niveles mayores de
IgG2 que IgG1 tanto sistémicos como localmente en los animales vacunados con el vector.
También encontraron que aquellos animales vacunados con el vector tenian menos lesiones
pulmonares macroscopicas y menor cantidad de M. hyopneumoniae recuperados de los tejidos,
ademas de presentar mejores indices de aumento diarios de peso vivo respecto a los no vacunados.
A pesar de todo lo dicho anteriormente, este autor concluye en que la vacuna comercial sigue
proveyendo un mejor efecto protector, ya que realizo la comparacion entre tres grupos, uno de
animales no inmunizados (control), otro de animales inmunizados con la vacuna comercial y otro
con la vacuna recombinante y a pesar de que ésta da buenos resultados, no superan a los arrojados
por la vacuna comercial. En 2007, el mismo autor (Okamba et al., 2007) habia utilizado la porcion
C-terminal de P97 y la probo en ratones, concluyendo que en animales vacunados hubo una buena

respuesta inmune humoral (IgG) en suero y lavados bronco alveolares.

Otro autor que logrd generar vectores recombinantes de Adenovirus fue Roques
et al. (2013), utilizando una proteina recombinante del virus formada por la glicoproteina 5 del
virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio porcino (PRRSV) denominada GP5, la capside
proteica del Circovirus porcino tipo II (Cap) y la porcion C-terminal de la adhesina P97 de M.
hyopneumoniae (P97). En los ratones inoculados via IM se encontr6 una respuesta especifica de

anticuerpos contra estos inmundgenos, y se observo un efecto inmunopotenciador de P97, ya que
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la presencia de esta adhesina mejor6 la respuesta de anticuerpos contra GP5 y Cap. En la tabla 3

se muestran los principales resultados obtenidos en los trabajos revisados.

Antigeno utilizado Via de | Principales resultados Referencia
administracion

Proteina Cerdos y ratones: Buena respuesta inmune Okamba et al.
recombinante P97 IMe IN humoral, mejor ganancia 2010
Rl y R2) vy diaria de peso y reduccion de
Adenovirus tipo 5 lesiones pulmonares
(humano) macroscopicas en vacunados
(rAdP97¢c) con rAdP97c. Menor efecto

protector que la vacuna

comercial
Adenovirus Ratones: IM Inmunidad anticuerpo- | Roques et al
recombinante que especifica. Efecto | 2013
expresa la proteina inmunopotenciador de P97.
quimérica formada
por GP5 (PRRSYV),
Cap (Circovirus),
P97C (Mycoplasma)
Proteina Ratones: IM e IN = Respuesta inmune humoral Okamba er al.
recombinante (IgG) en suero y lavados 2007
porcion C terminal bronco alveolares
de P97 (rAdP97c¢)

Tabla 3. Vacunas vivas utilizadas como vectores de P97 y/u otras proteinas de M.
hyopneumoniae. Se muestra la especie animal en la que fue testeada, la via de administracion
y los principales resultados obtenidos. Referencias: IN (Intranasal), IM (Intramuscular).
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9. Vacunas de subunidades proteicas y de ADN que contienen P97

Otra opcion que se ha escogido en el disefio de nuevas vacunas contra la NEP que
contienen fragmentos de P97 son las vacunas de subunidades proteicas. Para obtener los
fragmentos proteicos y luego vacunar a los animales, se han utilizado diferentes sistemas de
expresion. En el caso de Escherichia coli, Conceicao et al. (2006), desarrollaron y evaluaron el
efecto de una vacuna recombinante compuesta por la region R1 de P97 de M. hyopneumoniae
fusionada con la enterotoxina labil al calor de E. coli (LTBR1) en ratones inoculados via
intramuscular (IM) e intranasal (IN), y demostraron una respuesta inmune celular y humoral
(especificamente inmunidad local, IgA) y también una desviacién en esa respuesta inmune hacia
Th1 cuando la via utilizada era IN y hacia Th2 cuando era IM, la respuesta Th2 se refiere a que
los linfocitos T helper 2 secretan varias Interleucinas (IL 4, 5, 7,9, 10 y 13) las cuales tienen efecto
sobre la proliferacion y diferenciacion de los Linfocitos B y sobre la secrecion de
Inmunoglobulinas, es decir que corresponde a la inmunidad humoral (Margni et al. 1996),
volviendo a lo dicho anteriormente, significaria que la via de administracion tiene una influencia
en la modulacion de la respuesta inmune con el adyuvante LTB. Por otro lado, Marchioro et al.
(2014), evaluaron la capacidad de una proteina quimérica constituida por tres antigenos (Porcion
C-terminal de P97, proteina de shock de calor P42 y NrdF) y utilizando como adyuvante la LTB,
para inducir inmunidad local y sistémica en diferentes grupos de cerdos infectados
experimentalmente con M. hyopneumoniae. El resultado obtenido fue una buena respuesta inmune
local (IgA) en mucosa y también una respuesta sistémica (IgG), pero aun asi no tuvo un buen
efecto protector cuando se compard con la inmunidad producida por la bacterina comercial,
utilizada como control. Contrariamente, Chen et al. (2001) evaluaron la respuesta inmune
especifica de Ig G en ratones y cerdos utilizando una vacuna constituida por la exotoxina no toxica
de Pseudomona y la porcion R1 de P97 (PE-RR1) expresadas en E. coli, administradas tanto en
ratones como en cerdos por via IM. En ambas especies, se observo una mejor respuesta inmune
sistémica (IgG) contra M. hyopneumoniae en aquellos vacunados con PE-RR1, que aquellos
inmunizados con la bacterina comercial, utilizada como control. Lee ef al. (2014) llevaron a cabo
un estudio sobre los efectos de una vacuna compuesta por la proteina recombinante P97 (R1 y R2)
denominada P97C y la proteina 3 de Actinobacillus pleuropneumoniae (Apx3) expresadas en una
E. coli. Se compararon diferentes grupos de animales (cerdos y ratones), algunos vacunados con
Apx3, otros con P97C y otros con la combinacion de ambos antigenos (AP97) por via Subcutanea
(SC) en ratones ¢ IM en cerdos y encontraron diferencias en parametros clinicos y también en

lesiones pulmonares macroscopicas entre grupo de animales vacunados y grupo control.
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Finalmente, Wolley et al. (2014) utilizaron un coctel de varios fragmentos de proteinas de M.

hyopneumoniae: P97 (F2), P102r, P216 F3, P159F4, P135F4, P146F1 y P116F3 y aunque hallaron

una buena respuesta inmune humoral en los cerdos vacunados IM, no fueron capaces de demostrar

un efecto protector de la vacuna.

Antigeno utilizado

Proteina recombinante
P97 (R1) y unidad B de
enterotoxina labil al calor

de Escherichia coli
(LTBR1)
Proteina quimérica

recombinante formada por
tres antigenos: porciéon C-
terminal de P97 (R1),
proteina de shock de calor
P42 y NrdF, fusionada con
LTB como adyuvante.
Proteina recombinante
P97 (R1) y exotoxina A de
Pseudomona (PE)
expresada en E. coli

Protina recombinante P97
(R1 y R2) y proteina 3 de

Actinobacillus
pleuropneumoniae (Apx3)
y mezcla de ambos

antigenos (AP97)

Céctel de vacunas con
ADN de cinco antigenos
(P97, P36, P46, NrdF y
P97R1); coctel de
proteinas vacunales con los
mismos antigenos, Yy
combinacion de ambas.

Coctel P97 (F2), P102r,
P216 F3, P159F4, P135F4,
P146F1 y P116F3

Via
administracion
Ratones: IM e IN

de

Cerdos: IM e IN

Cerdos y Ratones:
M

Ratones: SC

Cerdos: IM

Ratones: IM y SC

Cerdos: IM

Principales resultados

Respuesta inmune celular y
humoral, (especificamente
inmunidad local) contra M.
hyopneumoniae.

Respuesta inmune local (IgA)
en mucosa y sistémica (IgG) en
suero. Mejor efecto protector

de bacterina comercial
comparada con la vacuna
experimental.

Mejor respuesta inmune (IgG)
en cerdos y  ratones
inmunizados con PE-RR1 que
aquellos vacunados con Ia
bacterina comercial.

Diferencias en parametros
clinicos y lesiones pulmonares
macroscopicas entre

vacunados y grupo control

Vacuna ADN: fuerte respuesta
inmune Thl, induccion de
inmunidad humoral antigeno
dependiente.

Inmunizacién SC con coctel de
proteinas: Inmunidad humoral
y respuesta Th1l

Combinacion: fuerte respuesta
inmune humoral y Thl.

Buena  respuesta  inmune
humoral. No hubo efecto
protector

Referencia

Conceicao et al.
2006

Marchioro et al.
2014

Chen et al. 2001

Lee et al. 2014

Chen et al. 2008

Woolley et al

2014

Tabla 4. Vacunas realizadas con subunidades proteicas (recombinantes) y de ADN. Se
muestra la especie animal en la que fue testeada, la via de administracion y los principales
resultados obtenidos. Referencias: IM (Intramuscular), IN (Intranasal), SC (Subcutanea).
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Los principales resultados de los trabajos revisados se muestran en la tabla 4.
Aunque el uso de vacunas de subunidades ha demostrado buenos resultados en lo referidos a la
respuesta inmune, a ya mas de 30 afios de la obtencion de la primera proteina recombinante, son

pocos los productos de este tipo que se encuentran en el mercado.

Por ultimo, otra opcion en uso de vacunas de ADN. En este sentido, Chen et al.
(2008) evaluo la capacidad protectiva potencial de vacunas recombinantes, por un lado utilizd
vacunas a base de ADN administrada por via IM formada por cinco antigenos, entre ellos P97,
P97R1, P36, P46 y NrdF; por otro lado vacunas en base a proteinas por via SC de los mismos
antigenos mencionados, y también evalud el efecto resultante de la combinaciéon de ambos
cocteles. Los resultados arrojan que la vacuna de ADN generd una fuerte respuesta inmune tipo

Th1 (tabla 4).

10. P97 en el desarrollo de pruebas seroldgicas

Son pocos los antecedentes respecto al uso de la proteina que P97 codifica,
utilizada en pruebas diagnosticas, pero con resultados interesantes. Asi, Kim et al. (2006)
utilizaron un fragmento de P97 recombinante de 30 kDa como antigeno de una prueba de ELISA
y de otra técnica denominada resonancia de la superficie del plasma, y concluyeron que este
fragmento proteico podria utilizarse como antigeno para estudios serologicos. Un afio después
(Kim et al 2007) realizaron otro estudio en donde se obtiene y compara el desempefio de dos
fragmentos de la adhesina para su uso en serodiagndstico: un fragmento de 50 kDa (incluyendo el
sitio de escision N-terminal) y otro de 30 kDa (incluyendo R1 y R2 en el extremo C-terminal, los
cuales son esenciales para la adherencia). De las setenta muestras de suero de cerdos no vacunados,
26 resultaron seropositivas cuando se utilizo el fragmento de 30 kDa; sin embargo, solo 4 muestras
fueron seropositivas cuando se utilizo el fragmento de 50 kDa, por ello concluyeron que la proteina
recombinante de 30 kDa tendria un mejor desempefio para medir la respuesta de anticuerpos a la
vacunacion y/o a la infeccion por Mycoplasma hyopneumoniae. Por ultimo, en un trabajo mas
reciente (Feng et al., 2014) compararon los resultados de un ELISA basado en P97R1 con los de
un ELISA comercial y hallaron un 73,6% de coincidencia entre los resultados de ambos ensayos
con la ventaja de que el ELISA P97R1 detectd la seroconversion de animales inoculados
experimentalmente 2 semanas antes que el test comercial, concluyendo ademas que el ELISA
P97R1 es un adecuado marcador serologico para el diagnostico de M. hyopneumoniae

especialmente en estadios tempranos de la infeccion.
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11. Conclusiones

El estudio del /oci P97 a nivel gendémico y proteico y su reconocido rol en la
patogénesis de la neumonia enzodtica porcina la han convertido en la adhesina mas estudiada y
mejor caracterizada. A pesar de que se reconoce que no es la tnica adhesina por la cual el M.
hyopneumoniae coloniza el epitelio del tracto respiratorio de los cerdos, su papel es muy
importante. Dado los abundantes antecedentes de P97 a nivel genético, se recomienda el estudio
de este VNTR en conjunto con otros /oci para poder comparar los resultados obtenidos entre
diferentes investigadores, ya que estos han permitido realizar estudios de brote y localizacion
geografica de la enfermedad. Con lo que respecta a la prevencion de la enfermedad, si bien los
resultados en vacunas experimentales son prometedores, siguen siendo insuficientes para lograr la
proteccion total contra la enfermedad, en mi opinidén considero que hay un déficit en la puesta en
practica de estos productos. A nivel diagnodstico los resultados también son prometedores, aunque

escasos, por lo que deberian realizarse estudios mas concluyentes en este aspecto.
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