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DESCRIPCION

Vectores para la transformacién de Mycoplasma hyopneumoniae, cepas transformadas de M. hyopneumoniae, y uso
de los mismos

Campo técnico

La presente invencion esta enmarcada en el campo del desarrollo de métodos y herramientas para la manipulacion
genética de Mycoplasma hyopneumoniae con el fin de preparar cepas mutantes transformadas de dicha especie
bacteriana que puedan emplearse como vacunas frente a enfermedades porcinas.

Técnica antecedente

En el campo veterinario, las enfermedades provocadas por microorganismos tales como bacterias, virus o parasitos
provocan graves pérdidas econémicas debido a la muerte de los animales, o a un bajo rendimiento en los procesos
de crecimiento y engorde.

Una de las formas de proteger a los animales frente a futuras infecciones consiste en la administracién de vacunas
para generar una respuesta inmunoldégica en los mismos.

Las vacunas a base de microorganismos inactivados o microorganismos vivos atenuados han sido la base
inmunolégica principal para el control y la erradicacion de la gran mayoria de enfermedades infecciosas hasta
nuestros dias.

Sin embargo, a pesar de los buenos resultados obtenidos con estos tipos de vacunas, presentan problemas tales
como la posible inversién a la virulencia de las vacunas atenuadas, la incapacidad de diferenciar animales
vacunados de los animales infectados o la dificultad de conseguir una vacuna eficaz para todas las enfermedades.

El desarrollo de herramientas para la manipulacion genética de microorganismos ha permitido habitualmente la
preparacion de vacunas mas eficaces que las mencionadas anteriormente, tales como son, por ejemplo, las vacunas
de subunidades, las vacunas vivas o inactivadas modificadas genéticamente, las vacunas marcadoras (DIVA) o
vacunas de ADN.

No obstante, no todos los microorganismos que provocan enfermedades en el sector veterinario se pueden
manipular genéticamente con la misma facilidad.

Entre los microorganismos que mas problemas plantean para su manipulacion genética se encuentran los
micoplasmas.

Los micoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes, un amplio grupo de microorganismos estrechamente
relacionados con las bacterias grampositivas.

Los micoplasmas tienen genomas circulares pequefios, con tamafos generalmente inferiores a las 1.000 kb, con un
numero de genes comprendido entre 500 y 1000.

Este grupo de bacterias también carece de muchas de las rutas metabdlicas que se encuentran habitualmente en
todos los organismos vivos, probablemente fruto de su adaptacion a un estilo de vida parasitario. eEn consecuencia,
los micoplasmas son microorganismos fastidiosos, muy dificiles de cultivar tanto en medio liquido como en medio
solido.

Los micoplasmas incluyen Mycoplasma hyopneumoniae (en lo sucesivo en el presente documento, "Mhyo"), que es
una bacteria responsable de grandes pérdidas econdémicas en la industria porcina. Aunque la mayoria de las
infecciones por Mhyo no son graves, los animales infectados con Mhyo son susceptibles a infecciones secundarias
del sistema respiratorio, que pueden reducir la tasa de aumento diario de peso o incluso causar la muerte.

Mhyo es el agente causal de la neumonia enzodtica porcina (en lo sucesivo en el presente documento “NEP”), una
enfermedad respiratoria crénica muy extendida a nivel mundial. La enfermedad se caracteriza por una elevada
morbilidad y una baja mortalidad. La prevalencia de la NEP es especialmente alta en cerdos de engorde y la
gravedad de los signos clinicos depende de la cepa de Mhyo causante de la infeccion, de las condiciones
ambientales, del estado sanitario de los animales y de la aparicion de infecciones secundarias debidas a otros
agentes patégenos. En algunos casos, la NEP cursa de modo subclinico sin signos clinicos evidentes. En los casos
en los que no aparecen complicaciones, los animales muestran tos crénica no productiva asociada a una tasa
reducida de aumento diario de peso, con la consiguiente reduccion de la eficiencia de conversion alimenticia.
Cuando se producen infecciones secundarias, los signos clinicos se hacen mas evidentes, presentandose sintomas
respiratorios agudos y pirexia, que incluso pueden ocasionar la muerte del animal. No obstante, incluso en ausencia
de complicaciones por infecciones secundarias, la NEP provoca graves pérdidas econdmicas debido a la baja tasa
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de conversion alimenticia y los costes derivados de la medicacion. Una vez instaurada en una granja, la enfermedad
se transmite horizontalmente a otros animales mediante los aerosoles generados por la tos y verticalmente desde
las hembras reproductoras a los lechones.

Ademas de un cultivo problematico, la manipulacion genética de los micoplasmas esta dificultada por el escaso
numero de herramientas disponibles.

En el estado de la técnica se han descrito las dificultades de la manipulacion genética de los micoplasmas, en
particular de Mhyo.

En el articulo de Minion et al., The Genome Sequence of Mycoplasma hyopneumoniae Strain 232, the Agent of
Swine Mycoplasmosis, J. Bacteriol., 2004, 186(21), 7123-7133, se describe la secuencia del genoma de la cepa 232
de Mhyo. El autor manifiesta que Mhyo es un microorganismo con requisitos especiales de cultivo y que existe una
falta de herramientas y protocolos para transformarlo.

En el marco del estudio de las modificaciones que se producen en Mhyo cuando se somete a un cambio de
temperatura, en el articulo de Madsen et al., Transcriptional Profiling of Mycoplasma hyopneumoniae during Heat
Shock Using Microarrays, Infect. Immun., 2006, 74(1), 160-166, los autores manifiestan que, a pesar de la gran
importancia que tiene Mhyo para la produccién porcina, ha habido pocos estudios sobre los mecanismos
moleculares potenciales de su patogénesis en respuesta a los cambios ambientales, y que esto es debido
probablemente a su dificultad de crecimiento y a que se trata de un microorganismo resistente a la manipulacion
genética.

En el articulo de Pich et al., Comparative analysis of antibiotic resistance gene markers in Mycoplasma genitalium:
application to studies of the minimal gene complement, Microbiology, 2006, 152, 519-527, se describe la
modificacion genética de Mycoplasma genitalium con diferentes plasmidos por electroporacion, pero no se hace
referencia a Mhyo.

En la Tesis de B. Machado, Construgao de vetor oriC de Mycoplasma hyopneumoniae - uma ferramenta para
estudos genéticos do agente da Pneumonia Enzodtica Suina, Porto Alegre, 2007, se describe la transformacion de
la cepa 7448 de Mhyo con el plasmido replicativo pOSTM mediante electroporacion. Para la construccion de este
plasmido, se introdujeron en el vector pUC18 la region oriC de Mhyo y el casete de expresion que contiene el gen de
resistencia a tetraciclina (tetM), controlado por el gen promotor de Spiroplasma citri. Si bien la parte experimental
muestra la incorporacion del plasmido mediante PCR vy la resistencia al antibiético conferida por dicho vector, en
este trabajo no se aportan resultados concluyentes que demuestren que se hubiese producido realmente la
incorporacion del plasmido pOSTM en Mhyo de forma estable, ya que no se describe el aislamiento de los plasmidos
de las cepas transformantes resistentes a la tetraciclina. Ademas, también se describe que las cepas transformantes
tuvieron dificultades para crecer después de dos pases en un medio de seleccién. En consecuencia, estos
resultados ponen de manifiesto que usando la transformacion divulgada en el documento no se pudo introducir de
forma estable una secuencia exdgena de ADN en una cepa de Mhyo, ya que no se puede recuperar tras multiples
generaciones de la bacteria transformada.

A pesar de esta divulgacion del afio 2007, en estudios posteriores no se ha demostrado que se haya podido resolver
el problema de la modificacion genética de Mhyo.

En el informe de M. Calcutt sobre el proyecto Development of genetic manipulation protocols for Mycoplasma
hyopneumoiae clade of animal pathogens, University of Missouri, correspondiente al periodo 01.10.2009 a
30.09.2010 (descargado de la pagina de internet http://www.reeis.usda.gov/web/ crisprojectpages/220630.html,
recuperado el 16.02.2012), se describe que los objetivos del proyecto residen en el desarrollo de una metodologia
para la manipulacion genética de Mhyo. También se describe que se pretendia electrotransformar Mhyo con
plasmidos que incluian el gen de resistencia a la tetraciclina. Sin embargo, los resultados procedentes del analisis de
ADN realizado sobre las bacterias transformantes no fueron positivos, y condujeron a los autores a considerar que
no se habia producido la transformaciéon. Tampoco se describen resultados sobre la expresion de dicho gen de
resistencia.

En el articulo de Browning et al., Developing attenuated vaccines to control mycoplasmoses, Microbiology Australia,
2011, 121-122, se describe el desarrollo de vacunas que contienen cepas de Mycoplasma sensibles a la
temperatura que no crecen a la temperatura corporal del hospedador. Dichas cepas se obtuvieron por mutacién
quimica a partir de cepas de tipo silvestre. Los autores manifiestan que la manipulacion genética dirigida en Mhyo y
M. synoviae sigue siendo un reto y que no se habia conseguido en dichas especies. La solicitud de patente
internacional WO-A-2010/132932, del mismo grupo de trabajo, también se refiere a cepas de Mhyo sensibles a la
temperatura.

En el articulo de Maboni et al., Mycoplasma hyopneumoniae Transcription Unit Organization: Genome Survey and
Prediction, DNA Research, 2011, 18, 413-422, se realiz6 una revision comparativa del genoma de tres cepas de
Mhyo (7448, J y 232) con la finalidad de identificar marcos abiertos de lectura. Los autores manifiestan que, a pesar
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del desarrollo de la transformacion artificial y de otras herramientas genéticas para algunas especies de
Mycoplasma, estas metodologias todavia estan pendientes de ser desarrolladas para Mhyo.

Por lo tanto, en el estado de la técnica no se han descrito métodos para la transformacion de Mhyo, aunque ha
habido diversos intentos infructuosos para llevarla a cabo.

Subsiste pues la necesidad de proporcionar un método para preparar cepas mutantes de Mhyo por medio de
herramientas de ingenieria genética, y asi proporcionar cepas mutantes adecuadas para la preparacion de
composiciones vacunales frente a la neumonia enzodtica porcina y, finalmente, en combinacién con otros
componentes antigénicos, para la prevencion y/o tratamiento de otras enfermedades porcinas.

Divulgacion de la invencion

El objeto de la presente invencion es un método para preparar cepas mutantes de Mhyo.

Otro objeto de la invencioén es un vector plasmidico replicativo que se usa en dicho método.

Otro objeto de la invencion es el uso de dicho vector para preparar cepas mutantes de Mhyo.

Otro objeto de la invencién es una cepa mutante de Mhyo obtenible mediante dicho método.

Otro objeto de la invencién es una cepa mutante de Mhyo que comprende una secuencia exégena de ADN.
Otro objeto de la invencién es una cepa mutante de Mhyo que comprende el vector de la invencién.

Otro objeto de la invencién es una cepa de Mhyo transformada con el vector de la invencion.

Otro objeto de la invencidn es la utilizacion de dicha cepa mutante como hospedador de expresion.

Otro objeto de la invencién es una vacuna que comprende dicha cepa mutante.

Otro objeto de la invencidn es la utilizacion de la cepa mutante de Mhyo de la invencién para la preparacion de una
vacuna.

Otro objeto de la invencioén es un kit de vacunacion que comprende dicha cepa mutante.

Los autores de la presente invenciéon han desarrollado un método para preparar cepas mutantes de Mhyo con el
que, sorprendentemente, se pueden introducir de forma estable secuencias exégenas de ADN en el citoplasma o en
el genoma de una cepa de Mhyo, y se expresa el contenido de esas secuencias.

Por la expresién “una secuencia de ADN exdgena introducida de forma estable en el citoplasma o en el genoma de
una cepa de Mhyo’ se entiende que dicha secuencia no se pierde a lo largo de las generaciones sucesivas de la
bacteria que se ha transformado con dicha secuencia exégena. Esta estabilidad implica que la secuencia exégena
de ADN puede replicar en el interior de la bacteria transformada y en sus descendientes y que se puede recuperar
después de multiples generaciones de la bacteria transformada.

Con el método desarrollado se abre la puerta a modificar, por primera vez mediante herramientas de ingenieria
genética, cepas de Mhyo.

Con dicho método se pueden preparar cepas mutantes de Mhyo que incluyen secuencias exégenas de ADN. Dichas
cepas mutantes pueden presentar distintas caracteristicas tales como, por ejemplo, expresar una proteina
especifica, o presentar un menor grado de virulencia con respecto a la cepa parental silvestre.

Dichas cepas mutantes se pueden emplear como vacunas, por ejemplo, vacunas vivas atenuadas, vacunas
inactivadas, vacunas marcadoras, las cuales permiten diferenciar animales vacunados de animales infectados, o
vacunas polivalentes frente a la neumonia enzoética porcina y otra enfermedad adicional que puede afectar a los
cerdos, tales como, por ejemplo, las infecciones provocadas por circovirus porcino de tipo 2 (CVP2).

El procedimiento de la invencion ha permitido modificar genéticamente Mhyo por primera vez de forma estable, y
con ello se ha conseguido, entre otras cosas, el uso de estas cepas transformadas como vector de expresion de
secuencias exdgenas de ADN como, por ejemplo, secuencias de nucledtidos que codifican proteinas de interés
terapéutico o preventivo tales como la secuencia de la capside del virus CVP2, entre otras. Mediante la tecnologia
divulgada en la presente invencion, se han disefiado y preparado nuevos candidatos vacunales, que ademas son
polivalentes ya que se pueden utilizar para prevenir diferentes enfermedades mediante la administracion de una
Unica cepa modificada con el procedimiento de la invencién.En la presente descripcion y en las reivindicaciones, las
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formas en singular “un”, “una” y “el” o “la” incluyen la referencia en plural a menos que el contexto indique
claramente lo contrario.

Asi mismo, en el contexto de la invencién el término “secuencia” se refiere a una secuencia de ADN, excepto cuando
se indica explicitamente que se refiere a una secuencia de aminoacidos.

Descripcion de los dibujos

Figura 1

En la figura 1 se muestra un diagrama de los plasmidos replicativos utilizados para modificar genéticamente Mhyo y
conseguir la producciéon de proteinas recombinantes o transcritos antisentido. Se encuentran indicados mediante
flechas los promotores, los genes y los sitios para enzimas de restriccion usados durante las operaciones de
clonacioén.

El plasmido pOG contiene los elementos necesarios para que este vector pueda replicarse en Mhyo a la vez que
permite la seleccion de las células portadoras de dicho plasmido. Este plasmido tiene la region oriC de Mhyo (bases
2096 a 4043) y el gen marcador de resistencia a gentamicina (aac, bases 1 a 1816) bajo el control del promotor del
gen de la proteina P97 de Mhyo (pp97, bases 1823 a 2087).

El plasmido pOGCRE se deriva directamente del plasmido pOG y ademas contiene el gen cre del fago P1 (bases 1
a 1032) bajo el control del promotor pp97 (bases 1039-1303).

A diferencia de los plasmidos anteriores, el plasmido pOGA159 contiene el gen de resistencia a tetraciclina (tetM,
bases 945 a 2883) bajo control del promotor pp97 (bases 674-938). La region oriC de Mhyo esta situada entre las
bases 2901-4848. Finalmente, contiene un segmento del genoma de Mhyo correspondiente al extremo 5’ del gen
tlyA (a159, bases 4855 a 4980) orientado de forma inversa y bajo el control del promotor pp97 (bases 4996-5260).

Figura 2

En la figura 2 se muestra un diagrama de los plasmidos replicativos utilizados para modificar genéticamente Mhyo y
conseguir la produccion de diferentes versiones recombinantes de la proteina de la capside del virus CVP2. Se
encuentran indicados mediante flechas los promotores, los genes y los sitios para enzimas de restriccion usados
durante las operaciones de clonacion.

El plasmido pOGC contiene exactamente los mismos elementos que el plasmido pOG (Figura 1) y ademas incluye
una copia adicional del promotor pp97 (bases 7654-7918), que controla la expresion del gen sintético que codifica la
capside de circovirus incluido en la ORF2V2 (bases 6946-7647) de la capside del virus CVP2. Este plasmido permite
la expresion de la proteina de la capside de CVP2 en el citoplasma de la célula portadora.

El plasmido pOGL contiene exactamente los mismos elementos que el plasmido pOG (Figura 1) y ademas incluye la
secuencia promotora del gen de la proteina P46 de Mhyo (pp46: bases 8918-9181), que controla la expresion de
una fusion del gen de la proteina de la capside del virus CVP2 (ORF2) dentro del gen que codifica la proteina de
membrana P46 de Mhyo (bases 8642-8917 y 6946-7930). Este plasmido produce una proteina hibrida que se
caracteriza porque los aminoacidos 1 a 92 provienen del extremo N-terminal de la proteina P46, los aminoacidos 95
a 327 corresponden a la proteina de la capside del virus CVP2 y los aminoacidos 330-656 provienen del extremo C-
terminal de la proteina P46 de Mhyo.

El plasmido pOGT contiene exactamente los mismos elementos que el plasmido pOG (Figura 1) y ademas incluye la
secuencia promotora pp46 (bases 8905-9169), que controla la expresion de una fusion del gen de la proteina de la
capside del virus CVP2 (ORF2) en el extremo 3’ del gen que codifica la proteina de membrana P46 de Mhyo (bases
7648-8904). Este plasmido produce una proteina hibrida que se caracteriza porque los aminoacidos 1 a 419
provienen de la proteina P46 y los aminoacidos 420 a 652 corresponden a la proteina de la capside del virus CVP2,
version ORF2 (bases 6946-7647).

Figura 3

En la figura 3 se muestra un diagrama de los plasmidos portadores de minitransposones utilizados para obtener
inserciones en el cromosoma de Mhyo. Se encuentran indicados mediante flechas los promotores, genes, dianas de
enzimas de restriccion usadas para la construccion de los plasmidos y otras secuencias de ADN importantes.

El plasmido pTC3 contiene los elementos necesarios para la obtencion de cepas de Mhyo que portan inserciones de
transposon. Este plasmido se ha construido sobre el esqueleto del plasmido pMTn4001. El primer elemento de este
plasmido es el promotor pp97 (bases 7-271), que controla la expresion de la transposasa del plasmido pMTn4001
(bases 284-1261). Las bases 1461-1486 y 3774-3799 corresponden a las repeticiones invertidas y se encuentran
indicadas en el esquema como IRI e IRO, respectivamente. El ultimo elemento de este plasmido corresponde al gen
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marcador de resistencia a tetraciclina (bases 1761-3692), que también se encuentra bajo el control del promotor de
la proteina P97 de Mhyo (1502-1766).

El plasmido pTC366 se deriva directamente del plasmido pTC3, y contiene las secuencias de lox66 (sustrato de la
recombinasa Cre, bases 1485-1518y 3762-3795) flanqueando el gen marcador de resistencia a tetraciclina TetM
(bases 1791-3722).

El plasmido pTC3C se deriva directamente del plasmido pTC366, y contiene el gen que codifica la proteina de la
capside del virus CVP2 ORF2V2 (bases 4078-4779) del virus CVP2, bajo control del promotor pp97 (bases 3808-
4071). Este plasmido promueve la sintesis de la proteina recombinante correspondiente a la proteina de la capside
de CVP2 en el citoplasma de la cepa de Mhyo transformada por dicho plasmido.

El plasmido pTC3L se deriva directamente del plasmido pTC366, y contiene una fusion del gen de la proteina de la
capside del virus CVP2 (ORF2) dentro del gen que codifica la proteina de membrana P46 de Mhyo (bases 4347-
5045 y 4066-4340 y 5052-6036, respectivamente), bajo el control del promotor pp46 (bases 3801-4065). Este
plasmido estimula la sintesis de una proteina hibrida que se caracteriza porque los aminoacidos 1 a 92 provienen
del extremo N-terminal de la proteina P46, los aminoacidos 95 a 327 corresponden a la proteina de la capside del
virus CVP2 y los aminoacidos 330-656 provienen del extremo C-terminal de la proteina P46 de Mhyo.

El plasmido pTC3T se deriva directamente del plasmido pTC366, y contiene una fusion entre el gen de la proteina
de la capside del virus CVP2 (ORF2) y el gen que codifica la proteina de membrana P46 de Mhyo (bases 5322-6031
y 4065-5321, respectivamente), bajo el control del promotor del gen que codifica la proteina P46 de Mhyo (bases
3801-4065). Este plasmido estimula la sintesis de una proteina hibrida que se caracteriza porque los aminoacidos 1
a 419 provienen de la proteina P46 y los aminoacidos 420 a 652 corresponden a la proteina de la capside del virus
CVP2.

Figura 4

En la figura 4 se muestra la estabilidad de los plasmidos replicativos y su utilidad en la produccién de proteinas
recombinantes.

Esta figura esta dividida en 3 paneles. En el panel A se muestra una electroforesis en gel de agarosa al 0,7 % a la
que se le ha aplicado un voltaje de 6 V/cm durante 2 horas. En el carril M se encuentra el marcador de peso
molecular 1kb plus ladder (Invitrogen). En el carril 1 se encuentra el plasmido pOG aislado a partir E. coli XI1-blue y
digerido con la enzima de restriccion Scal. En el carril 2 se encuentra un extracto de ADN total de la cepa
232P0OGc9 de Mhyo digerido con la enzima de restriccion Scal. Las bandas esperadas del plasmido pOG digerido
con la enzima de restriccion Scal son de 3564 pb, 2225 pb y 1143 pb (Figura 4, Panel A). Mediante la comparacion
con el marcador de peso molecular y las bandas del plasmido aislado de E. coli XI1-blue se confirma que el plasmido
pOG se propaga de forma estable en la cepa 232POGc9. A la izquierda de la figura se encuentran indicadas las
longitudes de los diferentes fragmentos del marcador de ADN de interés.

En el panel B se muestra una transferencia tipo Western de una electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida con muestras proteicas de diferentes cepas de Mhyo detectadas mediante un anticuerpo policlonal
especifico de la recombinasa Cre del bacteriéfago P1. En el carril 1 se muestra un extracto proteico de la cepa
232POGCRECc1, donde se observa la banda esperada de 39 kDa. En el carril 2 se muestra un extracto de la cepa
232 donde no se observa ninguna banda y en el carril M se encuentra el marcador de peso molecular Precision Plus
Protein Dual Xtra (Biorad). A la derecha de la figura se muestran en kDa los pesos moleculares de interés. Estos
resultados indican que el plasmido pOGCRE es capaz de producir la proteina Cre una vez transformado en la cepa
232 de Mhyo.

En el panel C se muestra una electroforesis en gel de agarosa en la que se analizan muestras de DNA de la cepa
parental 6314 de Mhyo (carril 1) y de la cepa 6314pOGAc4, producto de la transformacion de la cepa 6314 con el
plasmido pOGA159 (carril 2). Las flechas indican la posicién de las dos conformaciones adoptadas por el plasmido
pOGA159 en la cepa mutante transformada de Mhyo.

Figura 5

En la figura 5 se muestra la recuperacion de cepas de Mhyo portadoras de inserciones por transposon y la utilidad
de las mismas en la produccién de proteinas recombinantes.

Esta figura esta dividida en 3 paneles. El panel A (carriles M y 1 a 4) muestra una electroforesis en gel de agarosa al
0,7 % a la que se le ha aplicado un voltaje de 6 V/cm durante 2 horas, mientras que en la parte derecha del panel A
(carriles 5 a 8) se muestra una transferencia tipo Southern de este mismo gel sobre una membrana de nylon. Las
bandas observadas en la transferencia tipo Southern corresponden a las bandas reconocidas por una sonda
disefiada frente a la secuencia de TetM bajo el control del promotor de la proteina P97 de Mhyo. En el carril M se
encuentra el marcador de peso molecular 1kb Plus Ladder (Invitrogen). Los carriles 1 y 5 corresponden a una
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extraccion de ADN total proveniente de la cepa 232TC3hlyC digerido con la enzima de restriccion EcoRI. Los carriles
2 y 6 corresponden a una extraccion de ADN total proveniente de la cepa 232 digerida con la enzima de restriccion
EcoRI. Los carriles 3 y 7 corresponden a una extraccion de ADN total de la cepa 232TC3hlyC digerida con la enzima
de restriccion EcoRV. Los carriles 4 y 8 corresponden a una extraccion de ADN total de la cepa 232 digerida con
EcoRV. La banda de 6,3 kb en el carril 5 y la banda de 2 kb en el carril 7 demuestran la presencia del transposon
que contiene la resistencia TetM bajo el promotor de la proteina P97 en el genoma de Mhyo, mientras que la
ausencia de estas bandas en los carriles 6 y 8 corroboran estos resultados.

En el panel B se muestran los resultados de un ensayo de ELISA realizado con el kit INGEZIM PCV DAS (Ingenasa,
Espafia) con diferentes muestras proteicas de Mhyo. En la columna izquierda de la tabla se encuentra indicada la
dilucion utilizada en cada uno de los ensayos, mientras que en la fila superior se muestra la cepa analizada. Los
resultados numéricos son los valores de la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 450 nm normalizada
por la cantidad de proteina introducida en cada pocillo. Todas las cepas de Mhyo transformadas con los vectores
pTC3C, pTC3L y pTC3T presentan una absorbancia claramente superior a la del control negativo, lo que indica que
en cada una de estas cepas tiene lugar la expresion de la proteina recombinante de la capside de CVP2.

En el panel C se muestra una transferencia tipo Western de una electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida con muestras proteicas de diferentes cepas de Mhyo detectadas mediante un anticuerpo monoclonal
especifico de la proteina de la capside de CVP2. El carril 1 contiene un extracto proteico de la cepa 232Cc6 donde
se observa la banda esperada de 28 kDa. El carril 2 contiene un extracto proteico de la cepa 232 donde no se
observa ninguna banda. El carril 3 contiene una muestra proteica de la capside de CVP2 suministrada como control
positivo en el kit INGEZIM PCV DAS (Ingenasa, Espafa), donde se observa la banda de 28 kDa esperada. El carril 4
contiene un extracto proteico de la cepa 6314 donde no se observa ninguna banda, mientras que en el carril 5 se
encuentra el extracto proteico de la cepa 6314Cc1 donde se observa la banda esperada de 28 kDa, aunque con una
intensidad mas débil que las de los carriles 1 y 3. Estos resultados indican que tanto en la cepa 6314 como la 232, la
insercion del transposon presente en el plasmido pTC3C en el genoma de Mhyo induce la expresion de la proteina
de la capside de CVP2, codificada por ORF2v2.

Figura 6

En la figura 6 se muestra la respuesta seroldgica frente a Mhyo obtenida con las vacunas experimentales, grupos 1
a 4 del Ejemplo 7.1. Los grupos 5 y 6 corresponden respectivamente al grupo control no vacunado, pero si infectado
y al grupo control no vacunado y no infectado.

En el eje de abscisas se encuentra el dia del estudio en el que se efectud el analisis, y en el de ordenadas se
representa la relacion S/P (formas sigladas de sample/positive, muestra/positivo) expresada en % medida por
ELISA, como indicador de la respuesta de anticuerpos IgG frente a Mhyo.

El asterisco indica que la diferencia con relacion al grupo control no vacunado, pero si infectado, es estadisticamente
significativa (p<0,05, de acuerdo con la prueba de la U de Mann-Whitney).

Figura 7

En la figura 7 se muestra la respuesta seroldgica a circovirus porcino (CVP2) obtenida con las vacunas
experimentales, grupos 1 a 4 del Ejemplo 7.1. Los grupos 5 y 6 corresponden respectivamente al grupo control no
vacunado, pero si infectado y al grupo control no vacunado y no infectado.

En el eje de abscisas se encuentra el dia del estudio en el que se efectud el analisis, y en el de ordenadas se
representa la relacion S/P (muestra/positivo) expresada en % medida por ELISA, como indicador de la respuesta de
anticuerpos IgG frente a CVP2.

El asterisco indica que la diferencia con relacion al grupo control no vacunado, pero si infectado, es estadisticamente
significativa (p<0,05, de acuerdo con la prueba de ANOVA unidireccional).

Figura 8

En la figura 8 se muestra la carga virica en suero en los grupos de tratamiento 1 a 4, y en los grupos control 5y 6 del
Ejemplo 7.1.

En el eje de abscisas se encuentra el dia del estudio en el que se efectud el analisis, y en el de ordenadas se
representa el log1o de la carga virica de circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) en suero expresada en copias/ml.

El asterisco indica que la diferencia con relacién al grupo control (no vacunado e infectado) es estadisticamente
significativa (p<0,05, de acuerdo con la prueba de la U de Mann-Whitney).

Figura 9
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En la figura 9 se muestra la respuesta seroldgica a la infeccion por Mhyo de acuerdo con el Ejemplo 8.2. El grupo 1
corresponde a los animales infectados con la cepa mutante del Ejemplo 4.8, el grupo 2 a los animales infectados con
la cepa parental silvestre y el grupo 3 es el grupo control no infectado.

En el eje de abscisas se encuentra el dia del estudio en el que se efectud el analisis, y en el de ordenadas se
representa la relacion S/P (muestra/positivo) expresada en % medida por ELISA, como indicador de la respuesta de
anticuerpos IgG frente a Mhyo.

El asterisco indica que la diferencia con relaciéon al grupo infectado con la cepa parental de tipo silvestre es
estadisticamente significativa (p<0,05, de acuerdo con la prueba de ANOVA unidireccional).

Figura 10

En la figura 10 se muestra el porcentaje de animales positivos para Mhyo por PCR del Ejemplo 8.2. El grupo 1
corresponde a los animales infectados con la cepa mutante del Ejemplo 4.8, el grupo 2 a los animales infectados con
la cepa parental de tipo silvestre y el grupo 3 es el grupo control no infectado.

En el eje de abscisas se encuentra el dia del estudio en el que se efectud el analisis asi como el tipo de muestra
analizada (nasal o bronquial), y en el de ordenadas se representa el porcentaje de animales positivos por PCR.

El asterisco indica que la diferencia con relaciéon al grupo infectado con la cepa parental de tipo silvestre es
estadisticamente significativa (p<0,05, de acuerdo con la prueba exacta de Fisher).

Figura 11

En la figura 11 se muestra la superficie media de pulmoén afectada por lesiones atribuibles a una infeccion por Mhyo
de acuerdo con el ensayo del Ejemplo 8.2. El grupo 1 corresponde a los animales infectados con la cepa mutante
del Ejemplo 4.8, el grupo 2 a los animales infectados con la cepa parental de tipo silvestre y el grupo 3 es el grupo
control no infectado.

En el eje de ordenadas se representa el valor medio de la superficie del pulmén afectada.

El asterisco indica que la diferencia con relaciéon al grupo infectado con la cepa parental de tipo silvestre es
estadisticamente significativa (p<0,05, de acuerdo con la prueba de la U de Mann-Whitney).

Figura 12

En la figura 12 se muestra la carga virica en suero determinada en el grupo de tratamiento 1, y en los grupos control
2y 3 del Ejemplo 7.2.

En el eje de abscisas se encuentra el dia posinfeccion en el que se efectud el andlisis, y en el de ordenadas se

representa el logio de la carga virica de circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) en suero expresada en copias/ml
determinada mediante PCR cuantitativa.

Figura 13

En la figura 13 se muestra el porcentaje de animales que presentaban viremia por CVP2 en el grupo de tratamiento
1, y en los grupos control 2 y 3 del Ejemplo 7.2.

En el eje de abscisas se encuentra el dia posinfeccion en el que se efectud el andlisis, y en el de ordenadas se
representa el porcentaje de animales positivos.

Figura 14

En la figura 14 se muestra la mediana de superficie de pulmoén afectada por lesiones compatibles con Mhyo
expresada en porcentaje para el grupo de tratamiento 1, y para los grupos control 2 y 3 del Ejemplo 7.2, a los 28
dias posinfeccion.

En el eje de abscisas se encuentra el grupo y en el de ordenadas esta la mediana de superficie de pulmén afectada
por lesiones compatibles con Mhyo.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona las siguientes realizaciones como se definen en los puntos 1-15 a continuacion:
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1.- Un método para preparar una cepa mutante de Mycoplasma hyopneumoniae, caracterizado porque comprende la
etapa de transformar una cepa de M. hyopneumoniae mediante el uso de un vector portador que comprende al
menos una secuencia exogena de ADN, estando la secuencia bajo el control de una secuencia de ADN de una
region promotora de M. hyopneumoniae,

donde el vector portador es un vector plasmidico replicativo que comprende:

1) una secuencia de ADN que comprende la region oriC de una cepa de Mycoplasma sp., que es Mycoplasma
hyopneumoniae, y
2) una secuencia exdgena de ADN que comprende un gen marcador, y opcionalmente, una secuencia exdgena
de ADN adicional, que esta bajo el control de una secuencia de ADN de una regién promotora de Mhyo,
donde la region promotora de Mhyo corresponde a un segmento de ADN que comprende entre 50 pares de bases y
300 pares de bases ubicadas en el lado 5’ del gen de una proteina de Mhyo seleccionada del grupo formado por las
proteinas P36, P46, P65, P76, P97, P102, P146 y P216,
donde la regiéon promotora de Mhyo inicia o activa la transcripcion de una secuencia de ADN de Mhyo, y
donde la secuencia exdégena de ADN se introduce de forma estable en el citosol o en el genoma de la cepa de
Mhyo.

2.- El método de acuerdo con el punto 1, caracterizado porque la secuencia exdgena de ADN se selecciona del
grupo que comprende un gen de resistencia a un antibiético, un gen que codifica una recombinasa, un gen que
codifica una transposasa, una secuencia diana de transposasa, una fragmento de ADN de Mhyo, un gen que
codifica un componente antigénico de un microorganismo que provoca enfermedades porcinas y combinaciones de
los mismos.

3.- El método de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 o 2, caracterizado porque la secuencia exégena de
ADN adicional se selecciona del grupo formado por la secuencia de ADN que codifica la proteina de la capside del
circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) y la secuencia de ADN que codifica una proteina que comprende la proteina de
la capside del circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) que porta adicionalmente los aminoacidos MetSerGlySer en el
extremo N-terminal de dicha proteina, seleccionandose dicha secuencia exégena de ADN adicional que codifica la
proteina de la capside de CVP2 del grupo formado por la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 5.

4.- El método de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3, caracterizado porque la region promotora de Mhyo
comprende la regiéon promotora del gen de una proteina de Mhyo seleccionada del grupo formado por las proteinas
P46 y P97.

5.- El método de acuerdo con el punto 4, caracterizado porque la regién promotora de Mhyo comprende la region
promotora del gen de la proteina P46 de Mhyo.

6.- El método de acuerdo con el punto 4, caracterizado porque la region promotora de Mhyo comprende la region
promotora del gen de la proteina P97 de Mhyo.

7.- Un vector plasmidico replicativo, caracterizado porque comprende:

1) una secuencia de ADN que comprende la region oriC de una cepa de Mycoplasma sp., que es Mycoplasma
hyopneumoniae, y

2) una secuencia exdgena de ADN que comprende un gen marcador y, opcionalmente, una secuencia exdgena
de ADN adicional que esta bajo el control de una secuencia de ADN de una regién promotora de Mhyo,

donde la region promotora de Mhyo corresponde a un segmento de ADN que comprende entre 50 pares de bases y
300 pares de bases ubicadas en el lado 5’ del gen de una proteina de Mhyo seleccionada del grupo formado por las
proteinas P36, P46, P65, P76, P97, P102, P146 y P216,

donde la regiéon promotora de Mhyo inicia o promueve la transcripcion de una secuencia de ADN de Mhyo.

8.- El vector plasmidico replicativo de acuerdo con el punto 7, caracterizado porque la secuencia exdgena de ADN
adicional se selecciona del grupo formado por la secuencia que codifica la proteina de la capside del circovirus
porcino tipo 2 (CVP2) y la secuencia que codifica la proteina que comprende la proteina de la capside del circovirus
porcino tipo 2 (CVP2) que porta adicionalmente los aminoacidos MetSerGlySer en el extremo N-terminal de dicha
proteina, seleccionandose dicha secuencia de ADN que codifica la proteina de la capside del CVP2 del grupo
formado por la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4y SEQ ID NO: 5.

9.- El vector plasmidico replicativo de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 7 u 8, caracterizado porque la
region promotora de Mhyo comprende la region promotora del gen de una proteina de Mhyo seleccionada del grupo
formado por las proteinas P46 y P97.

10.- Una cepa mutante de Mhyo, caracterizada porque comprende el vector plasmidico replicativo de acuerdo con
uno cualquiera de los puntos 7 a 9.
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11.- Una vacuna para proteger a los cerdos frente a la neumonia enzodtica porcina provocada por Mhyo, y
opcionalmente frente a otra enfermedad o afecciones patoldgicas adicionales que afectan a los cerdos, que
comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de la cepa mutante de Mhyo como se define en el punto 10.

12.- La vacuna de acuerdo con el punto 11, caracterizado porque la otra enfermedad o afecciones patoldgicas
adicionales que afectan a los cerdos estan provocadas por un microorganismo, que se selecciona del grupo formado
por Actinobacillus sp., Brachyspira sp., Pasteurella multocida, Salmonella sp., Streptococcus sp., Isospora sp.,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Leptospira sp., Staphylococcus sp., Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica,
Clostridium sp., Mycoplasma sp., Lawsonia intracellularis, Escherichia coli, virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino, virus de la gripe porcina, virus de la gastroenteritis transmisible, parvovirus porcino, virus de la
encefalomiocarditis, coronavirus, rotavirus, circovirus porcino, agente del sindrome del fallo del desarrollo peridestete
porcino, virus de la peste porcina clasica, virus de la peste porcina africana, calicivirus y torque teno virus (TTV).

13.- La vacuna de acuerdo con el punto 12, caracterizada porque la otra enfermedad o las afecciones patoldgicas
adicionales que afectan a los cerdos estan provocadas por circovirus porcino.

14.- La vacuna de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 11 a 13, caracterizada porque comprende ademas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente un adyuvante.

15.- Un kit de vacunacion para vacunar cerdos frente a una infeccion o enfermedad provocada por Mhyo, y
opcionalmente frente a otra enfermedad o afecciones patoldgicas provocadas por microorganismos que afectan a
los cerdos, que comprende un recipiente que comprende una cantidad inmunoldgicamente eficaz de la cepa mutante
como se define en el punto 10.

En el presente documento se divulga un método para preparar una cepa mutante de Mycoplasma hyopneumoniae
que comprende la etapa de transformar una cepa de M. hyopneumoniae mediante el uso de un vector portador que
comprende al menos una secuencia exdégena de ADN, estando la secuencia bajo el control de una secuencia de
ADN que tiene un grado de identidad al menos del 80 % con una region promotora de M. hyopneumoniae.

Mediante el método divulgado en el presente documento se puede obtener una cepa mutante de Mhyo que
incorpora, de forma estable, en el citosol o en el genoma de la misma una secuencia exdgena de ADN y que
expresa el contenido de dicha secuencia.

El método puede adicionalmente comprender adicionalmente etapas que son tipicas en los métodos para preparar
cepas mutantes de bacterias, que son bien conocidos por el experto en la materia, y que no resultan esenciales para
dicho método.

Asi, el método comprende adicionalmente las etapas de:

a) construir un vector antes de la transferencia del vector a la bacteria en la etapa de transformacion, y
b) seleccionar las bacterias mutantes que se han transformado con la secuencia exégena de ADN después de
la etapa de transformacion.

La eficacia del método divulgado en el presente documento se determina mediante el aislamiento y la
caracterizacion de las secuencias de ADN presentes en las cepas transformadas, asi como, por ejemplo, mediante
la comprobacion de caracteristicas genotipicas o fenotipicas de la cepa mutante o bien mediante la comprobacion
de la produccion de las proteinas recombinantes por las mismas, tal como se describe mas adelante en la secciéon
de ejemplos.

Mediante el vector portador utilizado en el método de la invencion se puede obtener una cepa mutante de Mhyo que
incorpora, de forma estable, una secuencia exdégena de ADN en el citosol o en el genoma de la misma y que
expresa el contenido de dicha secuencia.

El vector portador se puede seleccionar del grupo formado por un vector plasmidico replicativo y un vector de
transposon.

Preferentemente, el vector portador es un vector plasmidico replicativo.

En el contexto de la invencién se entiende por “vector plasmidico replicativo” o “plasmido replicativo” un vector que
porta secuencias de ADN que se replica como un elemento episémico en la bacteria hospedadora, donde un
elemento episémico es una unidad extracromosdmica autoreplicativa.

En el contexto de la invencién, un vector plasmidico replicativo es el que permite incorporar de forma estable una

secuencia exogena de ADN en el citosol de una bacteria Mhyo y, opcionalmente, expresar un ARN o una proteina
codificada por dicha secuencia en el citosol de la bacteria.
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El vector portador es un vector, preferentemente un plasmido, donde al menos una secuencia exdgena de ADN
comprendida en él, se incorpora por transposicion en el genoma de la cepa de Mhyo. Esto significa que se
transforma la cepa por el vector portador por transposicion, de modo que se obtiene una cepa mutante de Mhyo que
incorpora por transposicion en el genoma una parte substancial del vector, que es la parte que se encuentra
comprendida entre las secuencias de repeticiones invertidas denominadas IRI e IRO, y que comprende al menos
una secuencia exoégena de ADN. Dichas repeticiones invertidas son secuencias diana de transposasas.

Se entiende que un “vector de transposén” un vector que porta secuencias de ADN donde al menos una de ellas se
incorpora al genoma del hospedador por transposicion.

En el método divulgado en el presente documento, un vector de transposon es el que permite incorporar de forma
estable una secuencia exdgena de ADN en el genoma de una bacteria de Mhyo.

Dicha incorporacion tiene lugar de forma aleatoria en el genoma de la bacteria. Por lo tanto, dependiendo del sitio
concreto donde se produce dicha insercion, puede inactivarse alguno de los genes de la bacteria debido a que su
secuencia queda interrumpida por la insercion del transposoén. Si el gen inactivado esta implicado en factores de
virulencia de Mhyo, la cepa resultante puede ser utilizada para preparar una vacuna atenuada frente a la NEP v,
ademas, permite la obtencion de vacunas marcadoras frente a la NEP. Adicionalmente, y al igual que en el caso de
los vectores replicativos, el transposon puede contener otros genes bajo el control de una regiéon promotora de Mhyo
para expresar proteinas recombinantes con diferentes funciones.

Al integrarse en el genoma la modificacion genética llevada a cabo mediante el método divulgado en el presente
documento, la cepa transformada es estable a lo largo de las siguientes generaciones.

Secuencia exégena de ADN

En el contexto de la invencion, se entiende por “secuencia exdégena de ADN” un fragmento de ADN que se introduce
de forma estable en el citosol o en el genoma de la cepa de Mhyo.

Se ha descubierto que mediante el método de la invencién se puede introducir de forma estable una secuencia
exogena de ADN en una cepa de Mhyo, ya que dicha secuencia no se pierde a lo largo de las sucesivas
generaciones de la bacteria que se ha transformado con dicha secuencia exégena. Esta estabilidad implica que la
secuencia exdgena de ADN puede replicarse en el interior de la bacteria transformada y en sus descendientes, y
que se puede recuperar después de mlultiples generaciones de la bacteria transformada.

La secuencia exégena de ADN puede ser muy diversa y tiene una definicion amplia, como se expone a
continuacion.

En el contexto de la invencion, dicha secuencia puede ser, por ejemplo, un gen marcador. Habitualmente, el vector
que comprende la secuencia exdégena de ADN comprende dicho marcador para poder seleccionar faciimente las
cepas mutantes que se han transformado. Dicho marcador genético puede ser, por ejemplo, un gen de resistencia a
un antibiotico. Estos pueden incluir, por ejemplo, el gen TetM, que confiere resistencia a la tetraciclina procedente
del plasmido plVT-1, descrito en Dybvig et al., J. Bacteriol, 2000, 182, 4343-4347, o el gen aac(6’)-aph(2’), que
confiere resistencia a antibioticos del tipo aminoglucésido tal como la gentamicina, por ejemplo, y que se encuentra
descrito en Chow et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2001, 45/10), 2691-2694. Preferentemente el gen de
seleccion fenotipica es el gen TetM.

La secuencia exdgena de ADN también puede ser un gen que codifica proteinas recombinantes tales como, por
ejemplo, la recombinasa Cre del bacteriéfago P1, o la transposasa del transposén Tn4001, o secuencias diana de
transposasas tales como, por ejemplo, IRI o IRO.

La secuencia exdégena de ADN también puede ser un gen que codifica una proteina recombinante de interés
terapéutico o preventivo. Dicha proteina puede estar relacionada con factores de virulencia o determinantes
antigénicos de microorganismos causantes de enfermedades en los cerdos, y es capaz de inducir o de contribuir a la
induccion de una respuesta protectora frente a enfermedades o afecciones patolégicas que pueden afectar a los
cerdos. Preferentemente la secuencia exdgena de ADN codifica una proteina recombinante que induce una
respuesta protectora frente a enfermedades o afecciones patoldgicas que afectan a los cerdos provocadas por los
microorganismos del grupo formado por Actinobacillus sp., Brachyspira sp., Pasteurella multocida, Salmonella sp.,
Streptococcus sp., Isospora sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Leptospira sp., Staphylococcus sp., Haemophilus
parasuis, Bordetella bronchiseptica, Clostridium sp., Mycoplasma sp., Lawsonia intracellularis, Escherichia coli, virus
del sindrome respiratorio y reproductivo porcino, virus de la gripe porcina, virus de la gastroenteritis transmisible,
parvovirus porcino, virus de la encefalomiocarditis, coronavirus, rotavirus, el agente del sindrome del fallo del
desarrollo peridestete porcino, virus de la peste porcina clasica, virus de la peste porcina africana, calicivirus, torque
teno virus (TTV) y circovirus porcino. Entre ellos, por ejemplo, el gen que codifica la glucoproteina 5 (gp5) del virus
respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), el gen que codifica la proteina de la capside del circovirus porcino de tipo
2 (CVP2), el gen que codifica la glucoproteina E (gpE) del virus de la peste porcina clasica, el gen que codifica la
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proteina sp1 del parvovirus porcino (PVP), el gen que codifica la toxina de Pasteurella multocida, el gen que codifica
la dermonecrotoxina de Bordetella bronchiseptica, los genes que codifican las toxinas de Clostridium spp,
Escherichia coli o Actinobacillus pleuropneumoniae. Preferentemente, dicha proteina induce una respuesta
protectora frente a las enfermedades mencionadas.

También se considera como secuencia exdgena de ADN un fragmento de ADN procedente de Mhyo, opcionalmente
reordenado o recombinado con otros fragmentos de ADN. Ejemplos de esta secuencia exégena de ADN son, por
ejemplo, el origen de replicacion oriC de Mhyo, una secuencia de ARN antisentido o el gen que codifica la proteina
P97 o P46 de Mhyo, para aumentar la tasa de transcripcion y traduccién de dicho gen.

Preferentemente la secuencia exdgena de ADN se selecciona del grupo que comprende un gen de resistencia a un
antibiotico, un gen que codifica una recombinasa, un gen que codifica una transposasa, una secuencia diana de
transposasa, un fragmento de ADN procedente de Mhyo, fragmento que preferentemente ha sido reordenado o ha
recombinado con uno o varios fragmentos de ADN, un gen que codifica un componente antigénico de un
microorganismo causante de enfermedades porcinas, y combinaciones de los mismos; mas preferentemente es un
gen marcador que confiere resistencia a un antibiético, un gen que codifica un componente antigénico de un
microorganismo causante de enfermedades porcinas, o combinaciones de los mismos; y aun mas preferentemente
es un gen de resistencia a un antibiético combinado con un gen que codifica un componente antigénico de un
microorganismo causante de enfermedades porcinas, preferentemente un gen que codifica la proteina de la capside
del circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) y, opcionalmente, combinado con un gen que codifica una proteina de
membrana de Mhyo, preferentemente la proteina P46 de Mhyo.

Regién promotora de Mhyo

En el contexto de la invencion, se entiende por “region promotora de Mhyo” una secuencia de ADN caracteristica de
Mhyo que inicia o promueve la transcripcion de una secuencia de ADN de Mhyo.

La secuencia de ADN que inicia o promueve la transcripcion de la secuencia exégena de ADN tiene un grado de
identidad al menos del 80 %, preferentemente al menos del 85 %, mas preferentemente al menos del 90 %, adn mas
preferentemente al menos del 95 %, mas preferentemente al menos del 99 %, y ain mas preferentemente del 100 %
con una region promotora de Mhyo.

Preferentemente, la secuencia de ADN que inicia o promueve la transcripcion de la secuencia exégena de ADN
tiene un grado de identidad del 100 % con una regién promotora de Mhyo.

Se entiende por regiéon promotora una secuencia que, una vez identificada por la holoenzima de la ARN polimerasa,
induce la sintesis de un ARN mensajero (transcrito) en la direcciéon de su extremo 3. Normalmente se traduce este
transcrito y produce una proteina con una funcién concreta, o bien da lugar a un ARN que interviene en la sintesis
de proteinas o en la regulacion de dicha actividad transcripcional.

El experto en la materia conoce el significado de la expresion “una region promotora” y que puede identificarla por
métodos convencionales.

La region promotora de Mhyo corresponde a un segmento de ADN que comprende preferentemente al menos 50
pares de bases, preferentemente al menos 100 pares de bases, mas preferentemente al menos 200 pares de bases,
y aun mas preferentemente entre 200 y 300 pares de bases, situados en el lado 5’ de secuencias codificantes bien
establecidas de Mhyo.

Como se describe en el presente documento, la secuencia de ADN que se usa como promotor en el método y en el
vector portador de la invencion tiene un grado de identidad del 100 % con una regién promotora de Mhyo, que
comprende al menos 50 pares de bases.

Mas especificamente, la secuencia de ADN que se usa como promotor en el método y en el vector portador de la
invencion tiene un grado de identidad del 100 % con una regién promotora de Mhyo, que comprende entre 200 y 300
pares de bases.

En el contexto de la invencion, se entiende por “secuencias codificantes bien establecidas” aquellas secuencias de
ADN que codifican proteinas de Mhyo o bien regiones transcripcionalmente activas del genoma de Mhyo, que dan
lugar, por ejemplo, a un ARN que interviene en la sintesis de proteinas o en la regulacion de la actividad
transcripcional. Estas secuencias incluyen, por ejemplo, las proteinas de superficie P46, P65, P97 y P102, descritas
en Minion et al., J. Bacteriol., 2004, 186(21), 7123-7133; las adhesinas P76, P146, P216 o la proteina de membrana
P95, descritas en Vasconcelos et al., J. Bacteriol., 2005, 187(16), 5568-5577, o la proteina citosolica P36 descrita en
Caron et al., J. Clin. Microbiol., 2000, 38(4), 1390-1396, o ARN ribosémico.

Como se describe en el presente documento, la region promotora de Mhyo puede comprender la region promotora
del gen de una proteina de Mhyo seleccionada del grupo formado por las proteinas P36, P46, P65, P76, P97, P102,
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P146 y P216, mas preferentemente las proteinas P46 y P97, aun mas preferentemente se selecciona del grupo que
comprende la region promotora del gen mhj 0194 de la cepa J de Mhyo, que codifica la proteina P97 y que
corresponde a la secuencia de ADN comprendida entre las bases 214293 y 214557 de la cepa J de Mhyo (SEQ ID
NO: 1), y la regién promotora del gen mhj_0511 de la cepa J de Mhyo (SEQ ID NO: 2), que codifica la proteina P46 y
que corresponde a la secuencia de ADN comprendida entre las bases 656451 y 656713 de la cepa J de Mhyo
depositada en la base de datos GenBank con el nimero AE017243 y descrita en Vasconcelos et al., mencionado
anteriormente.

La region promotora de Mhyo, que controla las secuencias exdgenas, puede ser la misma para todas las secuencias
o puede ser distinta. Preferentemente es la misma.

Un experto en la materia puede identificar facilmente una secuencia de ADN promotora seleccionando una
secuencia de ADN que tiene un grado de identidad al menos del 80 %, mas preferentemente al menos del 90 %,
mas preferentemente al menos del 95 %, ain mas preferentemente al menos del 99 % y aun mas preferentemente
del 100 % con una region promotora de Mhyo, que comprende preferentemente al menos 50 pares de bases,
preferentemente al menos 100 pares de bases, mas preferentemente al menos 200 pares de bases y aun mas
preferentemente entre 200 y 300 pares de bases, situados en el lado 5’ de secuencias codificantes bien establecidas
de Mhyo, y llevar a cabo el método de la invencion. Los métodos para identificar una secuencia de ADN promotora
se describen, por ejemplo, en el manual de Sambrook y Russell, Molecular Cloning 3% Ed. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor Nueva York (2001).

Vector plasmidico replicativo

Es un objeto de la invencién un vector plasmidico replicativo que comprende:

1) una secuencia de ADN que comprende la region oriC de una cepa de Mycoplasma sp., y

2) una secuencia exdgena de ADN que comprende un gen marcador, y, opcionalmente, una secuencia exégena
de ADN adicional, que estan bajo control de una secuencia de ADN que tiene un grado de identidad al menos
del 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % con una regién promotora de Mhyo.

Como se describe en el presente documento, la secuencia de ADN que inicia o promueve la transcripcién de la
secuencia exogena de ADN puede comprender entre 200 y 300 pares de bases y tiene un grado de identidad del
100 % con una region promotora de Mhyo.

En el plasmido replicativo de la invencion se usa preferentemente una region promotora de Mhyo seleccionada del
grupo que comprende la region promotora del gen de la proteina P97 de Mhyo, y la region promotora del gen de la
proteina P46 de Mhyo, preferentemente la region promotora de Mhyo comprende la regién promotora del gen de la
proteina P97 de Mhyo, o alternativamente la region promotora del gen de la proteina P46 de Mhyo, mencionados
anteriormente.

La region promotora de Mhyo, que controla secuencias comprendidas en el plasmido replicativo, puede ser la misma
para todas las secuencias o puede ser distinta. Preferentemente es la misma secuencia.

La region oriC permite al fragmento de ADN introducido replicar como un elemento episémico y mantener este
fragmento de ADN de forma estable en la descendencia de la célula transformada, preferentemente manteniendo las
condiciones de seleccion fenotipica.

En el vector plasmidico replicativo de la invencion, la region oriC es la region oriC de una cepa de Mycoplasma sp.

En el contexto de la invencion, se entiende por Mycoplasma sp. cualquier bacteria del género Mycoplasma, tales
como, por ejemplo, M. pneumoniae, M. hyopneumoniae, M. hominis, M. genitalium, M. pulmonis, M. capricolum, M.
mycoides, M. ovipneumoniae, M. haemofelis, M. gallisepticum, M. laboratorium o M. bovis, entre otras.

Preferentemente, la region oriC pertenece a una cepa de Mhyo, mas preferentemente pertenece a la cepa J y mas
preferentemente comprende la secuencia de ADN comprendida entre las bases 897262 y 1802 de la cepa J de
Mhyo.

El gen marcador, también denominado gen de seleccidon fenotipica, permite seleccionar los clones que han
incorporado el plasmido con la secuencia exégena de ADN, tal como se explica anteriormente.

Preferentemente, el vector comprende una secuencia exdgena de ADN adicional. Mediante dicha secuencia
exogena de ADN adicional se pueden obtener cepas mutantes de Mhyo que pueden utilizarse para preparar
vacunas monovalentes o polivalentes, opcionalmente vacunas marcadoras, y también pueden expresar
herramientas genéticas utiles para la posterior modificacion de dichos mutantes tales como, por ejemplo, la
recombinasa Cre del fago P1, la recombinasa FLP de Saccharomyces cerevisiae, la proteina represora de la
tetraciclina (TetR), o pueden bloquear completa o parcialmente la traduccion de un gen especifico de Mhyo.
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Las secuencias exodgenas de ADN adicionales que se pueden incorporar al plasmido replicativo incluyen, por
ejemplo, el gen cre ORF, que codifica la recombinasa Cre del fago P1.

La recombinasa Cre tiene la capacidad de separar regiones de ADN flanqueadas por secuencias del tipo loxP. De
este modo, por ejemplo, si el plasmido replicativo incluye el gen cre ORF, y un gen de resistencia a un antibiético
flanqueado por secuencias del tipo loxP, por ejemplo, lox66, cuando se expresa la recombinasa Cre, se elimina la
resistencia al antibiético por parte de la bacteria transformada. En otras palabras, en etapas posteriores se puede
eliminar el gen marcador. Este hecho resulta importante en el caso de preparar cepas mutantes de Mhyo
transformadas que presentan una virulencia atenuada y que se usan para la preparacion de vacunas vivas, en las
cuales la presencia de un gen de resistencia a un antibiético no es una caracteristica conveniente.

Preferentemente, el plasmido replicativo comprende ademas una secuencia exégena de ADN adicional que codifica
una proteina recombinante de interés terapéutico o preventivo. Dicha proteina puede estar relacionada con factores
de virulencia o determinantes antigénicos de microorganismos causantes de enfermedades en los cerdos, y es
capaz de inducir o de contribuir a la induccién de una respuesta protectora frente a enfermedades o afecciones
patoldgicas que pueden afectar a los cerdos provocadas por los microorganismos descritos anteriormente.

Preferentemente, el plasmido replicativo comprende al menos dos veces la secuencia exégena de ADN adicional
que codifica la proteina recombinante de interés terapéutico o preventivo, preferentemente la comprende dos veces,
y mas preferentemente dos o tres veces. De este modo se introducen varias copias de la secuencia exdgena de
ADN adicional con lo que se incrementa el rendimiento de expresion de dicha proteina. La region promotora de
Mhyo, que controla las secuencias comprendidas en el plasmido replicativo, puede ser la misma para todas las
secuencias o puede ser distinta.

Mas preferentemente, la secuencia exdégena de ADN adicional se selecciona del grupo formado por la secuencia
que codifica la proteina de la capside del circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) y la secuencia exégena de ADN que
codifica una proteina que comprende la proteina de la capside del circovirus porcino de tipo 2 (CVP2), que porta
adicionalmente los aminoacidos MetSerGlySer en el extremo N-terminal de dicha proteina, donde dicha proteina de
la capside se encuentra descrita en la base de datos GenBank con el numero de referencia AAC61864 (SEQ ID NO:
6).

Incluso mas preferentemente, la secuencia exdégena de ADN adicional codifica la proteina de la capside de CVP2
utilizando el codéon mas frecuente en el genoma de Mhyo para cada uno de los aminoacidos correspondientes a
dicha proteina seleccionada del grupo formado por la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5.

La SEQ ID NO: 3 tiene 699 pares de bases, la SEQ ID NO: 4 tiene 702 pares de bases y la SEQ ID NO: 5 tiene 992
pares de bases, una secuencia de ADN con una longitud sustancialmente mayor a las otras dos, porque también
incorpora la region promotora del gen de la proteina P97, correspondiente a la secuencia de ADN comprendida entre
las bases 214293 y 214557 de la cepa J de Mhyo, para asi simplificar las etapas de clonacion. En la presente
descripcion la SEQ ID NO: 5 también se denomina ORF2v2.

Preferentemente, la secuencia exdgena de ADN adicional comprende el gen de la proteina de la capside del virus
CVP2 (ORF2) fusionado a la ultima base codificante del gen de una proteina de membrana de Mhyo,
preferentemente, la proteina de membrana de Mhyo se selecciona del grupo que consiste en la proteina P46 y la
proteina P97, mas preferentemente es la proteina P46, mas preferentemente bajo el control del promotor de los
genes de las proteinas P46 o P97 de Mhyo, y ain mas preferentemente bajo el promotor del gen de la proteina P46
de Mhyo.

En el caso de la proteina P46, la fusion tiene lugar en el extremo 3’ del gen que codifica dicha proteina de
membrana (bases 7648-8904). Este plasmido dirige la sintesis de una proteina hibrida que se caracteriza porque los
aminoacidos 1 a 419 provienen de la proteina P46 y los aminoacidos 420 a 652 corresponden a la proteina de la
capside del virus CVP2, versién ORF2 (bases 6946-7647).

Preferentemente, la secuencia exdégena de ADN adicional comprende el gen que codifica la proteina de la capside
de CVP2 insertado en la secuencia de ADN que codifica un bucle de una proteina de membrana de Mhyo,
preferentemente la proteina de membrana de Mhyo se selecciona del grupo que consiste en la proteina P46 y la
proteina P97, mas preferentemente es la proteina P46, mas preferentemente bajo el control del promotor de los
genes de las proteinas P46 o P97 de Mhyo, y ain mas preferentemente bajo el promotor del gen de la proteina P46
de Mhyo.

En el caso de la proteina P46, el plasmido dirige la sintesis de una proteina hibrida que se caracteriza porque los
aminoacidos 1 a 92 provienen del extremo N-terminal de la proteina P46, los aminoacidos 95 a 327 corresponden a
la proteina de la capside del virus CVP2 y los aminoacidos 330-656 provienen del extremo C-terminal de la proteina
P46 de Mhyo.
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Los bucles se identifican en las secuencias de aminoacidos mediante métodos bien conocidos por el experto en la
materia, con los que es posible predecir su ubicacion con una eficacia razonable.

Dichos bucles presentan, en general, una elevada flexibilidad y toleran bien la insercién de secuencias
aminoacidicas procedentes de otras proteinas. Ademas, al quedar expuestos en la superficie de las bacterias,
posibilitan la generaciéon de una buena respuesta inmunogénica.

Preferentemente, el plasmido replicativo comprende una secuencia exégena de ADN adicional que es un gen de
Mhyo orientado de forma inversa respecto a la region promotora de Mhyo, preferentemente el gen de Mhyo codifica
un factor de virulencia de Mhyo, preferentemente bajo el control del promotor de la proteina P46 o la P97 de Mhyo, y
aun mas preferentemente bajo el promotor de la proteina P46 de Mhyo.

Dicha secuencia de ADN es capaz de producir un ARN antisentido que puede bloquear la traduccion de dicho gen
de Mhyo. En el caso de que se trate de un gen que codifica un factor de virulencia de Mhyo, la transformacién puede
reducir el grado de virulencia del microorganismo.

Mas preferentemente, el plasmido replicativo comprende la secuencia comprendida entre las bases 194.535 y
194.654 del genoma de la cepa J de Mhyo orientada de forma inversa respecto a la regién promotora de Mhyo.

Dicha secuencia produce un ARN antisentido que puede bloquear la traduccion del gen tlyA de dicha cepa, que
corresponde a una hemolisina de Mhyo.

En los Ejemplos se describe la preparacion de los plasmidos pOG, pOGCRE, pOGA159, pOGC, pOGL y pOGT. El
primero incorpora el gen aac(6’)- aph(2”) que confiere resistencia a la gentamicina. El plasmido pOGCRE incorpora
ademas el gen ORF cre, que codifica la recombinasa Cre del fago P1; el plasmido pOGA159 incorpora una
secuencia inhibidora de la traduccion del gen de la hemolisina a159 de Mhyo; mientras que los plasmidos pOGC,
pOGL y pOGT incorporan ademas genes codificantes para diferentes versiones proteicas de la proteina de la
capside del circovirus porcino de tipo 2 (CVP2).

Vectores de transposén

En el presente documento se divulga un vector de transposon, especificamente un plasmido, que comprende:

1) una secuencia de ADN que codifica una transposasa,
2) una secuencia exdgena de ADN que comprende un gen marcador y,
3) opcionalmente, una secuencia exdgena de ADN adicional,

donde la secuencia de ADN que codifica una transposasa y al menos una de las secuencias exdgenas de ADN
estan bajo control de una secuencia de ADN que tiene un grado de identidad al menos del 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
99 % o 100 % con una regién promotora de Mhyo.

La secuencia de ADN que inicia o promueve la transcripcion de las secuencias de ADN puede comprender entre 200
y 300 pares de bases y tiene un grado de identidad del 100 % con una regién promotora de Mhyo.

El gen que codifica una transposasa contiene una secuencia de ADN que codifica una enzima que se une a una
secuencia concreta en el transposon y cataliza el movimiento de dicho transposén a otra parte del genoma. La
seleccion del gen que codifica una transposasa no es critica. Los genes que codifican una transposasa incluyen el
transposén TN4001T incorporado en el plasmido plVT-1, mencionado anteriormente, o el transposén Tn976
incorporado en el plasmido pAM120, descrito en, por ejemplo, Cao et al., J. Bacteriol., 1994, 176(14), 4459-4462.

El gen marcador o gen de seleccion fenotipica puede ser un gen de resistencia a un antibiético, tal como, por
ejemplo, el gen TetM o el gen aac(6’)-aph(2”), mencionados anteriormente. Preferentemente el gen de seleccion
fenotipica es el gen TetM.

El gen marcador se encuentra flanqueado por dos repeticiones invertidas, tales como las del transposon presente en
el plasmido plVT-1, mencionado anteriormente. Dichas secuencias son reconocidas por la transposasa, y sin las
mismas el gen de seleccion fenotipica no podria movilizarse al cromosoma bacteriano y la modificacion genética no
se llevaria a cabo. Al integrarse en el genoma, la modificacion genética se mantendra de forma estable en las
siguientes generaciones de la célula transformada.

Preferentemente las repeticiones invertidas tienen las secuencias SEQ ID NO: 7 para IRO y la SEQ ID NO: 8 para
IRI.
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En el vector de transposon se puede usar una region promotora de Mhyo seleccionada del grupo que comprende la
region promotora del gen de la proteina P97 de Mhyo, y la regiéon promotora del gen de la proteina P46 de Mhyo,
como se describe anteriormente. La regién promotora de Mhyo puede comprender la regién promotora del gen de la
proteina P97 de Mhyo, o alternativamente la region promotora del gen de la proteina P46 de Mhyo.

La region promotora de Mhyo, que controla las secuencias comprendidas en el vector de transposon, puede ser la
misma para todas las secuencias o puede ser distinta. Preferentemente es la misma.

De forma similar a lo explicado en el caso de un plasmido replicativo, el vector de transposén puede comprender
ademas una secuencia exdgena de ADN adicional que codifica una proteina recombinante de interés. Dicha
proteina es capaz de inducir o de contribuir a la induccién de una respuesta protectora frente a enfermedades o
afecciones patoldgicas que pueden afectar a los cerdos.

El vector de transposén puede comprender al menos dos veces la secuencia exdgena de ADN adicional que codifica
la proteina recombinante de interés terapéutico o preventivo, preferentemente dos veces, y mas preferentemente
dos o tres veces. De este modo se introducen varias copias de la secuencia exégena de ADN adicional y se
aumenta el rendimiento de expresion de la proteina. La region promotora de Mhyo, que controla las secuencias
comprendidas en el vector de transposoén, puede ser la misma para todas las secuencias o puede ser distinta.

La secuencia exdgena de ADN adicional puede seleccionarse de la secuencia que codifica la proteina de la capside
del circovirus porcino (CVP2) y una secuencia exégena de ADN que codifica una proteina que comprende la
proteina de la capside del circovirus porcino (CVP2), que porta adicionalmente los aminoacidos MetSerGlySer en el
extremo N-terminal de dicha proteina, donde la proteina de la capside del circovirus porcino (CVP2) se describe en
la base de datos GenBank con el numero de referencia AAC61864 (SEQ ID NO: 6).

Preferentemente, la secuencia exdgena de ADN adicional codifica la proteina de la capside de CVP2 utilizando el
codon mas frecuente en el genoma de Mhyo para cada uno de los aminoacidos correspondientes a dicha proteina
seleccionada entre el grupo formado por la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5, donde cada una de las
secuencias de ADN esta bajo control de una regién promotora de Mhyo. Se usa mas preferentemente la SEQ ID
NO: 5, que ya incluye la regidon promotora del gen que codifica la proteina P97 de Mhyo.

Preferentemente, la secuencia exdgena de ADN adicional comprende la secuencia de ADN que codifica la proteina
de la capside de CVP2 fusionada a la ultima base codificante del gen de una proteina de membrana de Mhyo,
preferentemente la proteina de membrana se selecciona del grupo que consiste en la proteina P46 y la proteina
P97, mas preferentemente es la proteina P46. La cepa transformada con este plasmido expresa la proteina de Mhyo
en la que inmediatamente después de su ultimo aminoacido se encuentran los aminoacidos correspondientes a la
proteina de la capside de CVP2, es decir, expresa una proteina hibrida formada por la proteina P46 o P97 de Mhyo
y la proteina de la capside de CVP2. Teniendo en cuenta que es una proteina de membrana, la cepa de Mhyo
transformada con dicho plasmido expresa la fusion de ambas proteinas en la membrana de la bacteria. La proteina
de la capside de CVP2 se selecciona del grupo formado por la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5, mas
preferentemente es la SEQ ID NO: 4. Preferentemente la region promotora de Mhyo es la region promotora del gen
que codifica la proteina P46 o la P97 de Mhyo, y aun mas preferentemente el promotor de la proteina P46 de Mhyo.

Preferentemente, la secuencia de ADN adicional comprende el gen que codifica la proteina de la capside de CVP2
insertado en la secuencia de ADN que codifica un bucle de una proteina de membrana de Mhyo, preferentemente la
proteina de membrana se selecciona del grupo que consiste en la proteina P46 y la proteina P97, mas
preferentemente es la proteina P46. La cepa transformada con este plasmido expresa la proteina de la capside de
CVP2 insertada entre la proteina P46 o P97 de Mhyo, es decir, expresa una proteina hibrida formada por la proteina
P46 o P97 de Mhyo y la proteina de la capside de CVP2. La proteina de la capside de CVP2 se selecciona del grupo
formado por la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5, mas preferentemente es la SEQ ID NO: 3.

Preferentemente, la proteina de la capside de CVP2 se encuentra insertada entre los aminoacidos 92 y 93 de la
proteina P46.

Los siguientes vectores de transposoén, en particular plasmidos, son especialmente preferentes:

1) Un vector que comprende la secuencia de ADN que codifica una transposasa, preferentemente el transposén
TN4001T, una secuencia de ADN que codifica un gen marcador, preferentemente el gen tetM, opcionalmente
flanqueada por secuencias tipo loxP, y una secuencia de ADN que codifica la proteina de la capside de
CVP2, preferentemente definida por la SEQ ID NO: 5, donde cada una de las secuencias de ADN estan bajo
control de una region promotora de Mhyo seleccionada entre la region promotora de la proteina P97 o de la
proteina P46 de Mhyo, preferentemente la region promotora de la proteina P97. Un ejemplo de este tipo de
plasmido es el denominado pTC3C, y descrito en el apartado de Ejemplos.

2) Un vector que comprende la secuencia de ADN que codifica una transposasa, preferentemente el transposon
TN4001T, una secuencia de ADN que codifica un gen marcador, preferentemente el gen tetM, opcionalmente
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flanqueada por secuencias loxP, y una secuencia de ADN que codifica la proteina de la capside de CVP2,
preferentemente definida por la SEQ ID NO: 4, que se encuentra fusionada a la ultima base codificante del
gen de una proteina de membrana de Mhyo, preferentemente la proteina de membrana se selecciona del
grupo que consiste en la proteina P46 y la proteina P97, mas preferentemente es la proteina P46, donde
cada una de las secuencias de ADN estan bajo el control de una regién promotora de Mhyo seleccionada
entre la region promotora de la proteina P97 o de la P46 de Mhyo, preferentemente la region promotora de la
proteina P46. Un ejemplo de este tipo de plasmido es el denominado pTC3T, y descrito en el apartado de
Ejemplos.

3) Un vector que comprende la secuencia de ADN que codifica una transposasa, preferentemente el transposon
TN4001T, una secuencia de ADN que codifica un gen marcador, preferentemente el gen tetM, opcionalmente
flanqueada por secuencias tipo loxP, y una secuencia de ADN que codifica la proteina de la capside de
CVP2, preferentemente definida por la SEQ ID NO: 3, que se encuentra fusionada en un bucle de una
proteina de membrana de Mhyo, preferentemente la proteina de membrana se selecciona del grupo que
consiste en la proteina P46 y la proteina P97, mas preferentemente es la proteina P46, preferentemente
insertada entre los aminoacidos 92 y 93 de la proteina P46, donde cada una de las secuencias de ADN estan
bajo control de una region promotora de Mhyo seleccionada entre la region promotora de la proteina P97 o de
la proteina P46 de Mhyo, preferentemente la regién promotora de la proteina P46. Un ejemplo de este tipo de
plasmido es el denominado pTC3L, y descrito en el apartado de Ejemplos.

En estos tres vectores preferentes, el grupo de secuencias exdgenas de ADN, a excepcion de las secuencias
codificantes para la transposasa, se encuentra flanqueado por dos repeticiones invertidas que permiten la
incorporacion de dicho grupo al genoma de la bacteria de Mhyo a transformar. Preferentemente, las repeticiones
invertidas tienen las secuencias SEQ ID NO: 7 para IRO y SEQ ID NO: 8 para IRI.

Otro objeto de la invencion es el uso del vector plasmidico replicativo para preparar una cepa mutante de Mhyo.

Cepa de Mhyo

En el método de la invencion puede emplearse cualquier cepa de Mhyo, es decir, la cepa se puede seleccionar,
entre otras, de cepas de campo, cepas de Coleccion (por ejemplo, la cepa J o la cepa 232) o cepas modificadas
genéticamente.

La cepa de Mhyo adecuada para aplicar el método de la invencion se puede aislar de casos clinicos o subclinicos,
de acuerdo con los métodos habituales usados por el experto en la materia, o se puede seleccionar de las cepas
que estan depositadas en Colecciones de Cultivos Tipo. En los casos clinicos la cepa presenta la patologia propia
de la NEP, mientras que en los casos subclinicos la cepa se encuentra colonizando las mucosas del animal, pero no
presenta patologia. La cepa de Mhyo que se puede usar para aplicar el método de la invencion puede presentar
diversos grados de virulencia. En el método de la invencién se usa preferentemente una cepa virulenta o una cepa
que exprese los principales determinantes inmunogénicos de Mhyo. Las cepas que se pueden usar en el método de
la invencion incluyen la cepa 232, cuyo genoma se describe en el articulo de Minion et al., J. Bacteriol., 2004,
186(21), 7123-7133 y se recogio en la base de datos GenBank con el niumero AE017332; la cepa J, cuyo genoma se
describe en el articulo de Vasconcelos et al., J. Bacteriol., 2005, 187(16), 5568-5577, y se recogio en la base de
datos GenBank con el nimero AE017243, o una cepa de tipo silvestre tal como 6314, que corresponde a un aislado
virulento de Mhyo que pertenece a Laboratorios Hipra, S.A. (Amer- Girona-Espania).

Transformacion de la cepa

En el contexto de la invencion, la expresion “transformar una cepa de Mhyo” tiene el significado habitual que
entiende un experto en biologia molecular, y se refiere a un método mediante el cual una bacteria, en este caso una
bacteria Mhyo, incorpora una secuencia exdgena de ADN y dicha secuencia realiza una funcién especifica.

Las funciones que puede realizar la secuencia exdgena de ADN incorporada en la bacteria de Mhyo incluyen, por
ejemplo, la transcripcion de un ARN, la expresion de una proteina, la recombinacién con otras secuencias de ADN o
la interrupcion de la secuencia codificante de un gen en el genoma del organismo hospedador.

El método de transformacién es uno de los tres métodos por medio de los cudles se puede introducir una secuencia
exogena de ADN en una bacteria. Los otros dos son la conjugacion, que consiste en la transferencia de material
genético entre dos bacterias en contacto directo, y la transduccién, que consiste en la inyeccion de una secuencia
exogena de ADN en la bacteria mediante un virus bacteriéfago.

En el método de la invencién, la transformacién de una bacteria se puede llevar a cabo mediante tratamientos
bioquimicos conocidos por el experto en la materia tales como, por ejemplo, la incubacion de las bacterias en
presencia de una sal que contiene iones divalentes tales como, por ejemplo, el cloruro calcico o el fosfato calcico, la
exposicién a una mezcla de polietilenglicol, la incubacion en presencia de alcohol polivinilico, el uso de liposomas en
los que la secuencia exégena de ADN se encuentra recubierta con un lipido, la transfeccion mediada por el
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dietilaminoetildextrano, o mediante tratamientos fisicos como la electroporacién, también denominada
electrotransformacion, o la biolistica.

En el método de la invencidn, la bacteria se transforma preferentemente incubando las bacterias en presencia de
una sal que contiene iones divalentes, por exposicion a una mezcla de polietilenglicol, o sometiéndola a
electroporacion; y mas preferentemente se lleva a cabo por electroporacion.

La electroporacion es un método bien conocido por el experto en la materia, cuyo protocolo experimental se
describe, por ejemplo, en el manual Sambrook y Russell, mencionado anteriormente.

En el proceso de electroporacion, una suspension de las bacterias en un tampoén de electroporaciéon que comprende
el vector portador de la secuencia exdgena de ADN se somete a un pulso eléctrico que provoca un cambio en la
estructura de la membrana de la bacteria para facilitar la entrada de dicha secuencia al interior de la misma.

El tampon de electroporacion puede ser, por ejemplo, un tampoén de pH 7,2 formado por sacarosa y acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperacinaetanosulféonico (HEPES), si bien se puede usar cualquier tampon adecuado para
electroporacion, bien conocido por el experto en la materia, tales como los descritos en el manual de Sambrook y
Russell, mencionado anteriormente.

El vector portador, que porta la secuencia exdgena de ADN, se usa generalmente a una concentraciéon comprendida
entre 0,1 y 5 ug/ml, preferentemente entre 0,5 y 2 ug/ml. Como vehiculo de dicho vector portador se usa
habitualmente un tampén de electroporacion.

La suspension de bacterias comprende generalmente entre 10 y 102 ufc/ml.

La electroporacion se puede realizar generalmente a un voltaje comprendido entre 1 y 3 kV, una resistencia
comprendida entre 75 y 300 Q y una capacitancia comprendida entre 10 y 40 pF. En el método de la invencién, la
electroporacion se realiza preferentemente a un voltaje comprendido entre 2 y 3 kV, una resistencia comprendida
entre 100 y 175 Q, y una capacitancia comprendida entre 20 y 30 pF.

Preferentemente, antes de realizar la electroporacion, la suspension de bacterias Mhyo se somete a una incubacion
en un tampoén de electroporacion con un agente quelante de iones divalentes. Si bien dicha etapa no resulta
fundamental en el método de la invencion, se ha observado que la misma aumenta significativamente la eficacia de
la transformacion.

Los agentes quelantes que pueden usarse para dicha incubacion incluyen, por ejemplo, acidos aminocarboxilicos
tales como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), el acido nitrilotriacético (NTA), el acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) o sus sales alcalinas; acidos hidroxicarboxilicos tales como el acido citrico, el
acido glucoénico o sus sales alcalinas; acidos fosfonicos, tales como el acido 2-aminoetilfosfénico, el acido 1-
hidroxietiliden-1,1-difosféonico (HEDP), el acido amino tris(metilenfosfénico) (ATMP), el acido etilendiamina
tetra(metilenfosfonico) (EDTMP) o sus sales alcalinas. Preferentemente, el agente quelante es EDTA.

Una vez realizada la electroporacion, es decir, una vez emitido el pulso eléctrico, preferentemente la suspension de
bacterias se incuba con una cantidad adicional del vector portador que comprende la secuencia exdgena de ADN.

Habitualmente, se usa la misma cantidad de vector portador que se afiade antes de efectuar el pulso eléctrico.

Dicha incubacion se realiza incubando la suspension de bacterias y el vector portador con hielo durante un periodo
inferior aproximadamente a 1 hora, y a continuacion manteniéndola durante un periodo comprendido entre 2 y 5
horas a una temperatura de 37 °C y en una atmoésfera con un 5 % de anhidrido carbdnico.

Mas preferentemente, antes de realizar la electroporacion, la suspension de bacterias Mhyo se somete a una
incubacion en un tampon de electroporacion con un agente quelante de iones divalentes, y después de la
electroporacion, la suspensién de bacterias se incuba con una cantidad adicional del vector portador que comprende
la secuencia exégena de ADN.

Como se describe en el presente documento, la transformacion puede llevarse a cabo mediante el uso de un vector
plasmidico replicativo o mediante el uso de un vector, preferentemente un plasmido, donde al menos una parte del
mismo se incorpora por transposicion.

Por lo tanto, la transformacion de la cepa de Mhyo de acuerdo con el método de la invencidon permite obtener una
cepa de Mhyo que comprende al menos una secuencia exdgena de ADN insertada en su genoma, si la
transformacion ha tenido lugar mediante transposicion, o que contiene dicho fragmento de ADN en un vector
extracromosomico (o elemento episémico) que replica de forma auténoma y estable en Mhyo, si la transformacion se
ha realizado mediante vectores plasmidicos replicativos.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2745720 T3

Obtencién de cepas mutantes

Es un objeto de la invencién una cepa mutante de Mhyo obtenible mediante el método de la invencion.

Otro objeto de la invencion es una cepa mutante de Mhyo que comprende al menos una secuencia exogena de ADN
incorporada de forma estable en el genoma o en el citosol de la misma. Preferentemente la secuencia exégena de
ADN puede estar controlada por una secuencia de ADN que tiene un grado de identidad al menos del 80 %,
preferentemente al menos del 85 %, mas preferentemente al menos del 90 %, aun mas preferentemente al menos
del 95 %, mas preferentemente al menos del 99 % y aun mas preferentemente del 100 % con una regién promotora
de Mhyo. La secuencia exégena de ADN esta comprendida en el vector plasmidico replicativo de la invencion.

La secuencia exogena de ADN puede estar comprendida entre las repeticiones de secuencia invertidas IRl e IRO
del vector de transposon de la presente divulgacion.

La cepa mutante de Mhyo de la invencidon comprende el vector plasmidico replicativo de la invenciéon. Cuando se usa
un vector plasmidico replicativo, la cepa mutante de Mhyo comprende dicho vector en el citosol de la misma. En el
caso de usar un vector de transposoén, la cepa mutante de Mhyo incorpora una parte substancial del vector, que es
la parte que se encuentra comprendida entre las repeticiones de secuencias invertidas IRl e IRO, y que comprende
al menos una secuencia exégena de ADN.

Otro objeto de la invencién es una cepa de Mhyo transformada con el vector portador de la invencion.

En el contexto de la invencién se entiende por “cepa mutante de Mycoplasma hyopneumoniae” una cepa de Mhyo
que se ha modificado genéticamente mediante la utilizacion de herramientas de ingenieria genética.

Mediante el método de la invencidon se puede obtener una cepa mutante de Mhyo que incorpora de forma estable
una secuencia exégena de ADN que es funcional en dicha cepa mutante.

En el contexto de la invencion, se entiende que una secuencia exégena de ADN es funcional en una cepa mutante
de Mhyo cuando, por ejemplo, expresa la proteina codificada por dicha secuencia, transcribe un ARN o modifica
genéticamente dicha cepa.

En el método de la invencion para obtener cepas de Mhyo transformadas, el material de partida es preferentemente
un cultivo de Mhyo en fase de crecimiento exponencial.

Dicho cultivo se obtiene preferentemente usando un medio de cultivo que comprende medio FriisHS (suero de
caballo, extracto de levadura, infusion de caldo de corazdn, solucion salina equilibrada de Hank y caldo PPLO (del
inglés, Pleuro-Pneumonia Like Organisms, organismo de tipo pleuroneumonia)).

El cultivo se mantiene preferentemente entre 48 y 144 horas a una temperatura de aproximadamente 37 °C con
agitacion entre 100 y 200 rpm hasta llegar a la fase de crecimiento exponencial.

A continuacion, se aislan las bacterias, preferentemente por centrifugacion, y se someten al método de
transformacion.

Tras la transformacion, la suspension de bacterias se extiende preferentemente en placas de medio FriisHS
complementado con agar y el antibiético de seleccion deseado.

Las colonias transformadas que muestran resistencia al antibiético del medio se pueden recuperar después de 2 0 3
semanas de incubacion a una temperatura de 37 °C y en una atmosfera con un 5% de anhidrido carbénico. A
continuacion, dichas colonias transformadas se inoculan preferentemente en medio FriisHS complementado con el
antibiotico de seleccion, y tras aproximadamente 10 o 20 dias se procede al estudio del genotipo y/o fenotipo de los
mutantes obtenidos, mediante la obtencidon de sus extractos proteicos o de ADN gendmico, por métodos bien
conocidos por el experto en la materia.

Mediante el método de la invencion se pueden obtener cepas mutantes de Mhyo transformadas que expresan una
proteina recombinante.

Preferentemente, la cepa mutante de Mhyo de la invencion expresa el contenido codificado por la secuencia
exogena de ADN, por ejemplo, una proteina. La secuencia exdégena de ADN puede ser, por ejemplo, la proteina de
la capside del circovirus (CVP2), o una proteina de Mhyo, por ejemplo, la proteina P46, para conseguir una
sobreexpresion de la misma. Ejemplos de ellas son las cepas 232Cc6, 6314Cc1, 232Lc2 y 232Tc2, que incorporan
la secuencia exdégena de ADN en el genoma de la bacteria.

En el presente documento se divulga la cepa mutante de Mhyo depositada por Laboratorios Hipra, S.A. (Amer,
Girona, Espafa) en Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
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Inhoffenstrale 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania) con el niumero de referencia DSM 26027 el 29 de mayo de
2012. Dicha cepa, denominada 232Cc6, incorpora el transposoén presente en el plasmido pTC3C en la cepa 232 de
Mhyo. Esta cepa expresa la proteina de la capside de CVP2 en el citoplasma y en unas cantidades que pueden
detectarse por transferencia tipo Western y ensayo de ELISA.

En el presente documento se divulga la cepa mutante de Mhyo depositada por Laboratorios Hipra, S.A. (Amer,
Girona, Espafa) en Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Inhoffenstrale 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania) con el niumero de referencia DSM 26020 el 29 de mayo de
2012. Dicha cepa, denominada 6314Cc1, incorpora el transposoén presente en el plasmido pTC3C en la cepa de tipo
silvestre 6314 de Mhyo. Esta cepa expresa la proteina de la capside de CVP2 en el citoplasma y en unas cantidades
que pueden detectarse por transferencia tipo Western y ensayo de ELISA.

En el presente documento se divulga la cepa mutante de Mhyo depositada por Laboratorios Hipra S.A. (Amer,
Girona, Espafa) en Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Inhoffenstrale 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania) con el nimero de referencia DSM 26033 el 29 de mayo de
2012. Dicha cepa, denominada 232Lc2, incorpora el transposoén presente en el plasmido pTC3L en la cepa de tipo
silvestre 232 de Mhyo. Esta cepa expresa la proteina de la capside de CVP2 en unas cantidades que pueden
detectarse por ensayo de ELISA.

En el presente documento se divulga la cepa mutante de Mhyo depositada por Laboratorios Hipra, S.A. (Amer,
Girona, Espafia) en Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Inhoffenstralle 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania) con el niumero de referencia DSM 26034 el 29 de mayo de
2012. Dicha cepa, denominada 232Tc2, incorpora el transposén presente en el plasmido pTC3T en la cepa de tipo
silvestre 232 de Mhyo. Esta cepa expresa la proteina de la capside de CVP2 en unas cantidades que pueden
detectarse por ensayo de ELISA.

Las cepas siguientes también expresan la proteina codificada por la secuencia exdgena de ADN, en este caso
incorporada en el citosol de la bacteria como un elemento episémico:

- la cepa de Mhyo transformada 232POGc9 que incorpora el plasmido replicativo pOG en la cepa de tipo
silvestre 232 de Mhyo. Dicha incorporacién se ha detectado por digestion del ADN total de esta cepa de Mhyo
con enzimas de restriccion y analizando los fragmentos resultantes por electroforesis de gel de agarosa.

- la cepa de Mhyo transformada 232POGCREc1 que incorpora el plasmido replicativo pPOGCRE en la cepa de
tipo silvestre 232 de Mhyo. La expresion de la recombinasa Cre se detecta mediante transferencia tipo
Western e inmunodeteccion.

Mediante el método divulgado en el presente documento se pueden obtener cepas mutantes de Mhyo en las que la
secuencia exogena de ADN incorporada por transposicion produce un ARN antisentido que puede bloquear la
traducciéon de un gen responsable de la virulencia de dicha cepa, por ejemplo, un gen que corresponde a una
hemolisina de Mhyo.

Preferentemente, la cepa mutante de Mhyo incorpora una secuencia exdgena de ADN en el genoma o en el citosol
de modo que dicha cepa produce un ARN antisentido con respecto a un gen responsable de la virulencia de dicha
cepa.

Mediante el método divulgado en el presente documento se pueden obtener cepas mutantes de Mhyo en las que la
secuencia exdgena de ADN incorporada por transposicion en el genoma de la cepa, interrumpe un gen que codifica
un factor de virulencia de Mhyo, y presentan una virulencia atenuada.

Ademas se divulga en el presente documento una cepa mutante de Mhyo que incorpora una secuencia exdgena de
ADN que interrumpe un gen que codifica un factor de virulencia de Mhyo, por ejemplo una hemolisina. Un ejemplo
es la cepa denominada 232TC3hlyC.

Las cepas mutantes que portan un gen interrumpido que codifica un factor de virulencia de Mhyo se pueden
seleccionar mediante métodos bien conocidos por el experto en la materia, tal como es la secuenciacion del genoma
de dichos mutantes.

En el presente documento se divulga la cepa mutante de Mhyo depositada por Laboratorios Hipra, S.A. (Amer,
Girona, Espafa) en Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Inhoffenstrale 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania) con el niumero de referencia DSM 26049 el 29 de mayo de
2012. Dicha cepa, denominada 232TC3hlyC, incorpora el transposon presente en el plasmido TC3 en la cepa de tipo
silvestre 232 de Mhyo. Esta cepa presenta una interrupcion del ORF que codifica el factor de virulencia hlyC de
Mhyo, por lo que es buena candidata para utilizarse como una cepa vacunal atenuada. La insercién en el genoma se
detecta mediante transferencia tipo Southern y por secuenciacion directa.
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A partir de la informacién contenida en la presente descripcion, el experto en la materia puede preparar otras cepas
de Mhyo usando el método de la invencion y seleccionando otras secuencias exdgenas de ADN distintas a las
descritas especificamente.

Es un objeto de la invencion la utilizacion de una cepa mutante de Mhyo que comprende una secuencia exégena de
ADN en el citosol o en el genoma de la misma como hospedador para su expresion. La secuencia exdégena de ADN
puede codificar proteinas recombinantes o para otras secuencias de interés tal como se ha explicado en la presente
descripcion.

Se puede observar que mediante el método de la invencidon se pueden obtener cepas mutantes de Mhyo con
caracteristicas muy diversas, de modo que el experto en la materia tiene a su disposicion un método para modificar
genéticamente cepas de Mhyo y obtener cepas que presenten diversas funcionalidades.

Los ejemplos 5 y 6 muestran que las cepas mutantes de Mhyo obtenidas de acuerdo con el método divulgado
sorprendentemente incorporan de forma estable la secuencia exdégena de ADN incluida en el vector portador y
expresan el contenido de la misma tal como, por ejemplo, mediante la produccion de proteinas recombinantes.

La cepa obtenida mediante el método de la invencidon puede atenuarse o inactivarse mediante procedimientos
convencionales bien conocidos por el experto en la materia. De este modo puede usarse para la preparacion de
vacunas. Preferentemente, se usa en forma inactivada.

Mediante el método de la invencion se obtienen nuevas cepas de Mhyo, hasta ahora no divulgadas. Sus
caracteristicas permiten preparar nuevas vacunas frente a Mhyo y al mismo tiempo, frente a otros patdégenos del
cerdo. Es decir, las cepas mutantes de la invencién permiten preparar vacunas polivalentes mediante el uso de una
Unica cepa transformada de acuerdo con el método de la invencion.

Vacunas

Es un objeto de la invencion una vacuna para la proteccion de cerdos frente a la neumonia enzodtica porcina
provocada por Mhyo, y opcionalmente frente a otra enfermedad o afecciones patoldgicas provocadas por
microorganismos que afectan a los cerdos, que comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de la cepa
mutante de Mhyo de la invencion.

Preferentemente, la vacuna comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, un agente
adyuvante.

En la vacuna de la invencion la cepa se encuentra en forma inactivada o atenuada, preferentemente inactivada.

Una vacuna inactivada se puede obtener mediante la inactivacion de un patdgeno, en este caso una bacteria,
habitualmente mediante el uso de calor, compuestos quimicos tales como formaldehido, BEI (etileneimina binaria) o
tensioactivos, de fuerza mecanica usando un homogeneizador, etc. La inactivacion del agente patégeno puede
conducir al mantenimiento de la estructura del mismo, pero sin capacidad de replicarse, o a la destruccién o
disgregacion de la estructura. En el contexto de la invencion, la expresion “vacuna inactivada” incluye una
composicion que comprende las bacterias inactivadas, pero que mantienen su estructura, asi como una composicion
en la que la estructura de las bacterias se ha destruido o disgregado.

Otro objeto de la invencion es el uso de la cepa mutante de Mhyo de la invencion para la preparacion de una vacuna
frente a la neumonia enzoética porcina provocada por Mhyo, y opcionalmente frente a otra enfermedad o afecciones
patoldgicas adicionales que afectan a los cerdos.

La expresidon “inmunolégicamente eficaz” significa que la cantidad de bacterias administradas en el proceso de
vacunacion es suficiente para inducir en el hospedador una respuesta inmunoldgica eficaz frente a una infeccion por
formas virulentas de Mhyo y, en el caso en que la cepa de Mhyo transformada exprese una proteina recombinante
que es capaz de inducir o de contribuir a la induccién de una respuesta protectora frente a enfermedades o
afecciones patologicas que pueden afectar a los cerdos, también es suficiente para inducir en el hospedador una
respuesta inmunolégica eficaz frente a una infecciéon provocada por dicho microorganismo.

Preferentemente, la vacuna esta dirigida a conferir proteccion a cerdos frente a enfermedades o afecciones
patoldgicas tales como, por ejemplo, las provocadas por los microorganismos Actinobacillus sp., Brachyspira sp.,
Pasteurella multocida, Salmonella sp., Streptococcus sp., Isospora sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Leptospira sp.,
Staphylococcus sp., Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica, Clostridium sp., Mycoplasma sp., Lawsonia
intracellularis, Escherichia coli, virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino, virus de la gripe porcina, virus
de la gastroenteritis transmisible, parvovirus porcino, virus de la encefalomiocarditis, coronavirus, rotavirus, circovirus
porcino, el agente del sindrome del fallo del desarrollo peridestete porcino, virus de la peste porcina clasica, virus de
la peste porcina africana, calicivirus y torque teno virus (TTV).
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Mas preferentemente, la enfermedad adicional es la conocida como EACVP (enfermedades asociadas a circovirus
porcino) provocada por circovirus porcino (CVP2), ya sea se presente como Unico agente o con la presencia de otros
patégenos o microorganismos asociados.

La vacuna de la invencion también puede combinarse, en un Unico recipiente o en recipientes distintos, con una
vacuna o composicion antigénica adicional. Preferentemente, la vacuna o composicion antigénica adicional esta
dirigida a conferir proteccion a cerdos frente a enfermedades o afecciones patoldgicas tales como, por ejemplo, las
provocadas por los microorganismos Actinobacillus sp., Brachyspira sp., Pasteurella multocida, Salmonella sp.,
Streptococcus sp., Isospora sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Leptospira sp., Staphylococcus sp., Haemophilus
parasuis, Bordetella bronchiseptica, Clostridium sp., Mycoplasma sp., Lawsonia intracellularis, Escherichia coli, virus
del sindrome respiratorio y reproductivo porcino, virus de la gripe porcina, virus de la gastroenteritis transmisible,
parvovirus porcino, virus de la encefalomiocarditis, coronavirus, rotavirus, circovirus porcino, el agente del sindrome
del fallo del desarrollo peridestete porcino, virus de la peste porcina clasica, virus de la peste porcina africana,
calicivirus y torque teno virus (TTV).

La vacuna de la invencion comprende una cantidad inmunoldgicamente eficaz de bacterias de una cepa inactivada o
viva de Mhyo que se puede obtener de acuerdo con el método descrito en la presente invencion.

Es conocido que la dosis a emplear depende de la edad y del peso del animal a vacunar y de la via de
administracion.

Generalmente, las dosis adecuadas se encuentran comprendidas en el intervalo de entre 103 y 10" unidades de
cambio de color (ucc), preferentemente entre 108 y 10'° ucc, y mas preferentemente entre 108 y 10° ucc.

Los animales pueden vacunarse en cualquier tiempo adecuado. Preferentemente, se administra una dosis de la
vacuna de la invencion entre la primera y las 12 semanas de edad, y mas preferentemente la vacuna se administra
comenzando a las 3 semanas de edad. En casos concretos puede ser necesaria la administracion de dosis
complementarias para conseguir una proteccion satisfactoria. En estas circunstancias se administra preferentemente
una segunda dosis entre 1 y 5 semanas después de la primera dosis, mas preferentemente después de 3 semanas
desde la primera dosis. Preferentemente, la vacuna es una vacuna de administracién Unica.

La vacuna de la invencion esta destinada a la especie porcina, incluyendo entre otros cerdos, verracos, cerdas y
lechones, de cualquier edad o en cualquier fase de su ciclo productivo; preferentemente esta destinada a cerdos en
fase de engorde y mas preferentemente a cerdos de 1 a 12 semanas de vida.

La vacuna puede administrarse por via intranasal, intradérmica, mucosa o submucosa, subcutanea, mediante
aerosol, intramuscular u oral. Preferentemente se administra por via intradérmica o intramuscular.

Dicha vacuna puede prepararse de acuerdo con los métodos habituales empleados por el experto en la materia para
la preparacion de formulaciones farmacéuticas adecuadas para las diferentes formas de administracion, tal como se
describe por ejemplo en el manual Remington The Science and Practice of Pharmacy, 202 edicion, Lippincott
Williams & Wilkins, Filadelfia, 2000 [ISBN: 0-683-306472].

Normalmente, las vacunas se preparan como vacunas para inyeccion en forma de soluciones, emulsiones o
suspensiones liquidas. También se pueden preparar en una forma soélida adecuada para disolverla o suspenderla en
un vehiculo liquido antes de la inyeccion.

El volumen tipico de una dosis de una vacuna inyectable se encuentra entre 0,1 ml y 5 ml, preferentemente entre
0,175 ml y 3 ml, y mas preferentemente entre 0,2 ml y 2 ml. Habitualmente, en la administracién por via intradérmica,
se usan entre 0,1ml y 0,5ml, preferentemente entre 0,15 ml y 0,4 ml, y mas preferentemente 0,2ml. En la
administracion intramuscular, generalmente se usan entre 0,5 ml y 5 ml, preferentemente entre 1 mly 3 ml, y mas
preferentemente entre 1 mly 2 ml.

Para inmunizar un animal con la vacuna de la invencion, la cepa mutante de Mhyo habitualmente se mezcla con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Entre los vehiculos liquidos que se pueden emplear para preparar la vacuna se encuentra, por ejemplo, el agua, la
solucidn salina con una concentracion fisioldgica de sal o el liquido de cultivo en el que se cultivan las bacterias.

Adicionalmente, si se desea, el vehiculo puede contener sustancias auxiliares o excipientes farmacéuticamente
aceptables tales como, por ejemplo, agentes humectantes, agentes dispersantes, agentes emulsionantes, agentes
tampon (por ejemplo, el tampodn fosfato), agentes estabilizantes tales como hidratos de carbono (por ejemplo,
glucosa, sacarosa, manitol, sorbitol, almidén o dextranos) o proteinas (por ejemplo, albumina, caseina, suero bovino
o leche desnatada).
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Las caracteristicas fisicoquimicas de los excipientes, asi como el nombre de los productos comerciales bajo los que
se comercializan, se pueden encontrar en el libro R.C. Rowe et al., Handbook of Pharmaceutical Excipients, 42
edicion, Pharmaceutical Press, Londres, 2003 [ISBN: 0-85369-472-9].

Opcionalmente, también se pueden incorporar adyuvantes a la vacuna para potenciar la eficacia de la misma.
Preferentemente, la vacuna de la invencion comprende ademas un adyuvante.

Los adyuvantes son estimulantes inespecificos del sistema inmunitario, que aumentan la respuesta inmunoldgica del
hospedador frente al patdogeno invasor. Ejemplos de adyuvantes son: hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio,
oxido de aluminio, vitamina E, escualeno, aceite vegetal, saponinas, ginseng, cimosano, glucanos,
dimetilaminoetildextrano, dextranos, polimeros no iénicos en bloque, poliacrilato (carbémero), adyuvante de Freund
completo, adyuvante de Freund incompleto, muramildipéptidos, emulsiones del tipo W/O (agua/aceite), (O/W
aceite/agua), W/OW, y mezclas de los mismos.

Preferentemente, la vacuna es una vacuna de inyeccion y comprende la cepa mutante de la invencion inactivada por
un tensioactivo no iénico. Preferentemente, se usa un tensioactivo no ionico seleccionado del grupo formado por
alquilfenoles etoxilados, esteres de sorbitan etoxilados, alcoholes grasos etoxilados, acidos grasos etoxilados,
alcanolamidas de acidos grasos, alcanolamidas de acidos grasos etoxiladas, aminas grasas etoxiladas, 6xidos de
aminas grasas, Oxidos de amidoaminas grasas, glicéridos de acidos grasos, ésteres de sacarosa,
alquilpoliglicésidos, copolimeros de 6xido de etileno y 6xido de propileno, y alcoholes grasos etoxilados y
propoxilados; mas preferentemente se selecciona de alquilfenoles etoxilados y ésteres de sorbitan etoxilados, y aun
mas preferentemente es un alquilfenol etoxilado tal como, por ejemplo, Triton® X-100, comercializado por la
compafia Dow.

Mas preferentemente, la vacuna es una vacuna de inyeccion y comprende la cepa mutante de la invencion
inactivada por un tensioactivo no i6énico y como adyuvante una emulsion del tipo A/G/A tal como, por ejemplo, el
producto Montanide® ISA 201, comercializado por la compariia SEPPIC (Francia).

Preferentemente, la vacuna puede comprender la cepa de la invencion en forma liofilizada. El proceso de liofilizacion
se lleva a cabo mediante métodos bien conocidos por el experto en la materia.

Kit de vacunacion

El objeto de la presente invencion también incluye un kit de vacunacion para vacunar cerdos frente a una infeccién o
enfermedad provocada por Mhyo y, opcionalmente, frente a otra enfermedad o afecciones patoldgicas provocadas
por microorganismos que afectan a los cerdos.

Dicho kit de vacunacion comprende un recipiente que comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de la cepa
mutante de la invencion o una vacuna de la invencion.

El kit de vacunacion divulgado en el presente documento puede comprender una combinacion de la vacuna de la
invencion con una composicion antigénica adicional, que se encuentran contenidos en un unico recipiente o en
recipientes distintos. Dicha composicién antigénica adicional esta dirigida a conferir proteccion a cerdos frente a
enfermedades o afecciones patoldgicas tales como las mencionadas anteriormente en la seccion Vacunas.

La aplicacion industrial de la invencion se desprende claramente de la descripciéon. Debe destacarse que la NEP es
una enfermedad respiratoria cronica de distribucion mundial responsable de grandes pérdidas econdmicas en la
industria porcina y que la posibilidad de modificar genéticamente de forma dirigida y estable cepas de Mhyo permite
la preparacién de vacunas con unas propiedades superiores a las bacterinas convencionales. Mediante el método
de la invencion se pueden preparar, por ejemplo, cepas mutantes de Mhyo atenuadas, cepas mutantes que
sobreexpresan un factor de virulencia especifico, cepas que inhiben un factor de virulencia especifico o cepas que
expresen ademas componentes antigénicos de microorganismos responsables de enfermedades que afectan a los
cerdos, que resultan adecuadas para la preparacion de vacunas eficaces frente a la NEP y frente a otras patologias
porcinas.

La modificaciéon genética dirigida de Mhyo de forma estable y dirigida por primera vez, ha permitido a los inventores,
entre otras cosas, poder utilizar estas cepas transformadas como vector de expresidon de secuencias exdgenas de
ADN, como por ejemplo secuencias nucleotidicas que codifican proteinas de interés terapéutico o preventivo, tales
como la proteina de la capside de CVP2, entre otras. Mediante la tecnologia divulgada en la presente invencion, se
han disefiado y preparado nuevos candidatos vacunales polivalentes que pueden utilizarse para prevenir diferentes
enfermedades al mismo tiempo mediante la administracién de una Unica cepa.

Ensayo para la produccion de proteinas recombinantes por parte de cepas transformadas de Mhyo de
acuerdo con el método de la invencién
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Para identificar la presencia de la proteina expresada por la secuencia exdgena de ADN en las cepas mutantes de
Mhyo de la invencion, se puede emplear el método de ELISA.

En particular, para detectar la presencia de la proteina de la capside de CVP2 y cuantificarla en las cepas de Mhyo
obtenidas, se utilizé un kit comercial que permite detectar y estimar de forma aproximada la cantidad de dicho
antigeno mediante inmunodeteccion en placa (ELISA).

Los extractos proteicos se obtuvieron después de concentrarlos en cultivos en fase exponencial de cada cepa y de
lisar las células obtenidas.

Los resultados fueron positivos, lo que indicd que en todas las cepas y plasmidos ensayados se expresan las
proteinas codificadas por ORF2 u ORF2v2 en mayor o menor cantidad (Figura 5B).

Las cepas con la version procedente del plasmido pTC3C también se analizaron mediante electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida y transferencia tipo Western (Figura 5C). Se detectaron bandas del mismo
peso molecular que la proteina de la capside de CVP2.

Se puede observar que en los geles de electroforesis no aparecieron bandas de degradacion proteolitica, un
problema que surge de forma habitual en la expresion recombinante de proteinas.

A tal fin, la proteina de la capside de CVP2 expresada de forma recombinante en Mhyo puede ser un buen antigeno
para la formulacién de una vacuna polivalente. Asi mismo, Mhyo resulta ser un buen hospedador para la produccion
recombinante de proteinas.

Ensayos de vacunacion

Se probd la eficacia de las vacunas que contenian cepas mutantes de Mhyo obtenidas de acuerdo con el método de
la invencion, donde dichas cepas comprendian la secuencia exdégena de ADN que codifica la proteina de la capside
de CVP2 en el genoma de la bacteria, y expresaban dicha proteina en el citosol de la bacteria.

Con este fin, se probaron vacunas que contenian las cepas 6314Cc1 o 232Cc6, y los animales se vacunaron con
una unica dosis o se revacunaron con una segunda dosis, como se describe en la secciéon Ejemplos.

Adicionalmente, se incorporaron al estudio dos grupos de animales: un grupo no vacunado e infectado (grupo 5), y
un grupo no vacunado y no infectado (grupo 6).

Las respuestas que se valoraron fueron: la respuesta inmunoldégica frente a Mhyo, la respuesta inmunoldgica frente
a CVP2y la carga de ADN virico de CVP2 en el suero de los animales.

Al observar los resultados de los ensayos de vacunacion realizados con las vacunas que comprenden cepas
mutantes de Mhyo obtenidas de acuerdo con el método de la invencion mostrados en las Figuras, 6, 7 y 8, se puede
concluir que las cepas de Mhyo transformadas que expresan la proteina de la capside de CVP2, generan una
respuesta inmunolégica significativa frente a Mhyo y, sorprendentemente, también frente a CVP2, reduciendo
significativamente la carga virica de CVP2 de modo que se pueden emplear en vacunas frente a infecciones
provocadas por Mhyo y por CVP2 al mismo tiempo.

También se probd una vacuna que contiene una cepa mutante de Mhyo obtenida de acuerdo con un método
divulgado en el presente documento, frente a una infeccion por CVP2 y Mhyo, donde tal cepa comprendia la
secuencia exogena de ADN que codifica la proteina de la capside de CVP2 en el genoma de la bacteria y expresaba
tal proteina en el citosol de la bacteria.

Se probd una vacuna que contenia la cepa 6314Cc1, los animales se vacunaron con una Unica dosis y se
expusieron a un aislado de CVP2 y a una cepa patogénica de Mhyo, como se describe en los Ejemplos.

Adicionalmente, se incorporaron al estudio dos grupos de animales: un grupo no vacunado e infectado (grupo 2), y
un grupo no vacunado y no infectado (grupo 3).

Las respuestas que se valoraron fueron: la respuesta inmunoldégica frente a Mhyo, la respuesta inmunoldgica frente
a CVP2, la carga de ADN virico de CVP2 en el suero de los animales y las lesiones compatibles con Mhyo en los
pulmones de los animales.

Se observd que la cepa de Mhyo modificada genéticamente de acuerdo con un método divulgado en el presente
documento, que expresa la proteina de la capside de CVP2, genera una reduccion significativa de la carga de ADN
virico de CVP2 y de las lesiones compatibles con Mhyo en los pulmones de los animales en comparacién con los
animales no vacunados.
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También se probd una vacuna que contenia una cepa mutante de Mhyo obtenida de acuerdo con el método de la
invencion, donde dicha cepas comprendia un vector plasmidico replicativo que comprendia la secuencia exdgena de
ADN que codifica la proteina de la capside de CVP2, y expresaba tal proteina en el citosol de la bacteria. Igualmente
que en los ensayos anteriores, se observd que la cepa de Mhyo modificada genéticamente de acuerdo con el
método de la invencion mediante plasmidos replicativos, que expresa la proteina de la capside de CVP2, genera una
reduccion significativa de la carga virica de CVP2.

Anadlisis del grado de atenuacién de las cepas mutantes

Los mutantes obtenidos al poner en practica un método divulgado en el presente documento para transformar cepas
de Mhyo incluian la cepa 232TC3hlyC, que contenia el plasmido pTC3 incorporado por transposicion en la region del
genoma que codifica un factor de virulencia de Mhyo: la hemolisina C, codificada por el gen hlyC.

Para valorar el grado de atenuacion de dicha cepa, se seleccionaron cerdos de 8 semanas de edad y se
distribuyeron en dos grupos de 8 animales por grupo. El primer grupo se infecté por via intratraqueal con una dosis
de la cepa 232TC3hlyC y el segundo grupo con una dosis de la cepa de tipo silvestre de Mhyo antes de ser
modificada, la cepa 232 de Mhyo.

A los 28 dias de la infeccion, los animales se sacrificaron y se observé que en la zona nasal no se habia producido
colonizacién en ninguno de los dos grupos de animales, mientras que el 25 % de los animales del grupo infectado
con la cepa de tipo silvestre presentaba colonizaciéon en los bronquios.

Ninguno de los animales infectados con la cepa de Mhyo transformada presentd colonizacion en los bronquios.

Por lo tanto, la cepa de Mhyo transformada 232TC3hlyC presenta una atenuacion con relacion a la cepa parental de
tipo silvestre, y como tal puede utilizarse como una candidata vacunal en una vacuna viva atenuada.

Mediante el método de la invencion se obtuvo la cepa mutante de Mhyo 6314POGAc4. Dicha cepa mutante inhibe la
expresion del gen de la hemolisina 159 de Mhyo, ya que la secuencia exdégena de ADN incorporada mediante un
plasmido replicativo (pbOGA159) produjo un ARN antisentido correspondiente a un gen que codifica una hemolisina
de Mhyo. Cuando los animales se infectaron con esta cepa, se observé que presentaba una atenuacion con
respecto a la cepa parental de tipo silvestre. Dicha cepa mutante se caracterizaba por una capacidad reducida para
colonizar las vias respiratorias altas y bajas, asi como por una capacidad reducida para provocar lesiones
caracteristicas de NEP.

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar al experto en la materia una explicacion suficientemente clara
y completa de la presente invencion, pero no deben ser considerados como limitantes de los aspectos esenciales del
objeto de la misma expuestos en las secciones anteriores de la presente descripcion.

Ejemplos

Las técnicas y métodos de ADN recombinante aplicados a continuacion estan descritos detalladamente en los
manuales de Sambrook y Russell, Molecular Cloning 3% Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor Nueva York 5 (2001) y de Ausubel et al., Current Protocols In Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc.
(1998).

La cepa de E. coli XL1-blue (Stratagene) se ha utilizado como hospedadora de los vectores basados en los
plasmidos pMTn4001 o pBluescript || SK.

Todas las secuencias de ADN descritas en las construcciones de los plasmidos que se describen en esta seccion
provienen de la secuencia depositada con nimero AE017243 en la base de datos GenBank, siempre que no se
indique lo contrario. Esta secuencia gendmica corresponde a la de la cepa J de Mhyo descrita por Vasconcelos et
al., J. Bacteriol., 2005, 187(16), 5568-5577.

Todas las secuencias oligonucleotidicas descritas a continuacion estan escritas en sentido 5’ a 3° a menos que se
indique lo contrario. En todas las reacciones de PCR se utilizé la termopolimerasa Phusion (Finnzymes), que tiene
actividad de correccién de errores.

Las secuencias oligonucleotidicas que aparecen subrayadas indican la presencia de un sitio para enzima de
restriccion que se especifica en el nombre de cada una de las secuencias.

Ejemplo 1.- Elecciéon de una cepa de Mhyo

Las cepas de tipo silvestre de Mhyo utilizadas han sido la 6314, que corresponde a un aislado virulento de Mhyo de
Laboratorios Hipra S.A. (Amer-Girona-Espafa) y la 232 procedente de lowa State University (Ames-lowa-EE.UU.).
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Ejemplo 2.- Construccion de plasmidos replicativos
Ejemplo 2.1.- Construccion del plasmido replicativo pOG

Para obtener un plasmido replicativo en Mhyo se introdujo en un plasmido pBluescript Il SK la regién oriC de Mhyo
amplificada mediante PCR. Para esta amplificacion se utilizaron los oligonucleétidos 50riCNotl (ATG CGC GGC
CGC TTATTT ATC AGA AAC AGT TAG) (SEQ ID NO: 9) y 30riCXbal (AGT CGG GCC CAG CTT GCG CAT CAT
TGG ATG ATG GAT TC) (SEQ ID NO: 10) y como molde se us6 ADN genémico de la cepa J de Mhyo. El fragmento
de 1,96 kb obtenido se digirié posteriormente con las enzimas de restriccion Notl y Xbal. Por otra parte, se amplificd
por PCR el gen de resistencia a gentamicina (aac(6’)-aph(2”) mediante los oligonucleétidos 5GmORF (ACT GGG
ATC CAT GAA TAT AGT TGA AA ATG) (SEQ ID NO: 11) y 3GmApa (GGA TGG GCC CAG CTT GCG CAT CAT
TGG) (SEQ ID NO: 12), y usando el plasmido plV-T como molde. El producto de PCR de 1,8 kb se digirio
posteriormente con las enzimas de restriccion correspondientes. La region promotora del gen de la proteina P97 se
amplificé por PCR mediante los oligonucleétidos 5'p97Xbal (G ATC TCT AGA TCG AGG AAG ACT GAT TAG AAA
TTT AGA ACT) (SEQ ID NO: 13) y 3'p97BamHI (GAT CGG ATC CAC TCATAT TTT AAACCT CAATTAT) (SEQID
NO: 14) usando ADN de la cepa J de Mhyo como molde. El producto de PCR (266 pb) se digirié posteriormente con
las enzimas de restriccion correspondientes. Finalmente, los tres fragmentos obtenidos se ligaron en el
plasmido pBluescript Il SK previamente digerido con las enzimas de restriccion Xbal y BamHl, y la mezcla de
ligacion se transformo en células de Escherichia coli XL1-blue. Entre las colonias resultantes de la transformacion se
identificaron las portadoras de la construccion deseada mediante analisis de patrones de restriccion y secuenciacion.
Se seleccioné uno de los clones positivos para las etapas posteriores y se lo nombré pOG (Figura 1).

Ejemplo 2.2.- Construccion del plasmido replicativo pPOGCRE

El plasmido replicativo pPOGCRE se obtuvo digiriendo el plasmido pOG con las enzimas de restriccion BamH| y Apal,
y recuperando un fragmento de 5,1 kb. Por otra parte, el gen de resistencia a gentamicina (aac(6’)-aph(2”) se
amplific6 mediante PCR a partir del plasmido plV-T utilizando los oligonucledtidos 5GmORF y 3GmORFSpel (ACT
GAC TAG TAG CTT GCG CAT CAT TGG) (SEQ ID NO: 15) obteniéndose un fragmento de 1,8 kb que se digirié
posteriormente con las enzimas de restriccion BamH| y Spel. El gen correspondiente a la recombinasa Cre se
amplificé mediante PCR utilizando como molde el plasmido pSH62 (Euroscarf) y los oligonucleétidos 5CreBglll (ATG
CAG ATC TAT GTC CAATTT ACT GAC CGT ACA CCAAAATTT G) (SEQ ID NO: 16) y 3CreApal (ATG CGG GCC
CTTA ATC GCC ATC TTC CAG CAG GCG CAC) (SEQ ID NO: 17). El producto de PCR (1,0 kb) se escindi6 con las
enzimas Bglll y Apal. Por ultimo, el plasmido pOG se digiri6 nuevamente, esta vez con las enzimas de restriccion
BamHI y Xbal, y se recuperd una banda de 266 pb correspondiente al promotor del gen de la proteina P97. Los
cuatro fragmentos obtenidos se ligaron mediante T4 ADN ligasa y la reaccion de ligacion se transformo en células de
E. coli XL1-blue. Entre las colonias resultantes de la transformacién se identificaron las portadoras de la construccion
deseada mediante andlisis de patrones de restriccion. Se selecciond uno de los clones positivos para las etapas
posteriores y se los nombré pOGCRE (Figura 1).

Ejemplo 2.3.- Construccion del plasmido replicativo pOGC

Para obtener el plasmido pOGC, el plasmido pBluescript || SK se digirié con la enzima Notl y una vez purificado se
desfosforild con la enzima fosfatasa alcalina. En paralelo, se obtuvo un fragmento de 992 pb por digestion del gen
sintético ORF2v2 (SEQ ID NO: 5) con las enzimas de restriccion Spel y Notl. Utilizando como molde el plasmido
pOGCRE se amplificd un segmento de ADN con los oligonucleétidos 3gmORFSpel y 50riCNotl mediante PCR, y
una vez purificados se digiri6 el producto de PCR con las enzimas Spel y Notl. Los tres fragmentos obtenidos se
ligaron mediante T4 ADN ligasa y la reaccion de ligacion se transformé en células de E. coli XL1-blue. Los clones
positivos se identificaron mediante mapeo de restriccion y secuenciacion (Figura 2).

Ejemplo 2.4.- Construccion del plasmido replicativo pOGL

Para obtener el plasmido pOGL, el plasmido pOGC se digiri6 con las enzimas Notl y Spel y se recuperaron las
bandas de 2,8 kb y de 4 kb. El fragmento de ADN correspondiente a la banda de 2,8 kb se desfosforil6 con fosfatasa
alcalina. En paralelo, se obtuvo un fragmento de 2,25 kb por digestion del plasmido pTC3L (véase el Ejemplo 3.4)
con las enzimas de restriccion Spel y Notl. Los tres fragmentos obtenidos se ligaron mediante T4 ADN ligasa y la
reaccion de ligacion se transformé en células de E. coli XL1-blue. Los clones positivos se identificaron mediante
mapeo de restriccion y secuenciacion (Figura 2).

Ejemplo 2.5.- Construccion del plasmido replicativo pOGT

Para obtener el plasmido pOGT, el plasmido pOGC se digirié6 con las enzimas Notl y Spel y se recuperaron las
bandas de 2,8 kb y de 4 kb. El fragmento de ADN correspondiente a la banda de 2,8 kb se desfosforil6 con fosfatasa
alcalina. En paralelo, se obtuvo un fragmento de 2,23 kb de la digestion del plasmido pTC3T (véase el Ejemplo 3.5)
con las enzimas de restriccion Spel y Notl. Los tres fragmentos obtenidos se ligaron mediante T4 ADN ligasa y la
reaccion de ligacion se transformé en células de E. coli XL1-blue. Los clones positivos se identificaron mediante
mapeo de restriccion y secuenciacion (Figura 2).
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Ejemplo 2.6.- Construccion del plasmido replicativo pOGA159

El plasmido replicativo pPOGA159 se construy6 en dos etapas de clonaciéon consecutivas. Mediante una reaccion de
PCR con los oligonucleétidos 5’p97Apal y 3TetMClal (TGT TAT CGA TACC GTC GAT GCA CCT CGA GCT AAG
TTA TTT TAT TG) (SEQ ID NO: 18) y utilizando como molde el plasmido pMTn4001, se amplificd un fragmento de
2,2 kb correspondiente al promotor del gen de la proteina P97. Este producto de PCR se digirié con las enzimas de
restriccion Clal y Apal. Por otro lado, y utilizando como molde el plasmido pOG, se amplifico un fragmento de 1,9 kb
con los oligonucledtidos 50riCClal (AGA CAT CGA AAG CTT GAT TAT GCT GAT TGC ATT CTT TCA ATT TG)
(SEQ ID NO: 19) y 50riCEcoRI (AGA GGA AT CC GAT TTA TTT ATC AGA AAC AGT TAG TCT TTT CC) (SEQ ID
NO: 20) correspondiente al oriC de Mhyo. Este producto de PCR se digirié con las enzimas de restriccion EcoRI y
Clal. Posteriormente se amplifico mediante PCR un fragmento de 316 pb correspondiente al promotor del gen de la
proteina P97, con los oligonucledtidos 5Xbalpp97 (AGA CTC TAG AAC TAG TGG ATC CCC CGG GCC CCT CGA
GGA AGA CTG ATT AGA AAT TTA G) (SEQ ID NO: 21) y 3EcoRIpp97 (AGA CGA ATT CGA ATT CCT GCA GGG
ATC CAC TCA TAT TTT AAA CCT C ) (SEQ ID NO: 22). Una vez purificado, este fragmento se digirié con las
enzimas EcoRl y BamHI. La ultima etapa de este primer procedimiento de clonacion consistidé en digerir el
plasmido pBluescript Il SK con las enzimas de restriccion Xbal y Apal. Estos 4 fragmentos de ADN se ligaron
mediante T4 ADN ligasa y la reaccion de ligacion se transformé en células de E. coli XL1-blue. Entre las colonias
resultantes de la transformaciéon se identificaron las colonias portadoras de la construccion deseada mediante
analisis de patrones de restriccion. El nuevo plasmido asi obtenido se digirié con la enzima de restriccion EcoRI. Por
ultimo se amplificé por PCR el ADN disefiado para el silenciamiento, con los oligonucledtidos 5ahlycEcoRI (CAT
CGA ATT CAC GAA TTA GTG ATT CTG CCT TTT C) (SEQ ID NO: 23) y 3ahlycEcoRI (CAT CGA ATT CAT TAA
AGT TGA TTC GGT GTT TAA TC) (SEQ ID NO: 24). Una vez digerido con la enzima de restriccion EcoRI y
desfosforilado mediante fosfatasa alcalina, los fragmentos de ADN obtenidos se ligaron mediante T4 ADN ligasa y la
reaccion de ligacion se transformé en células de E. coli XL1-blue. Entre las colonias resultantes de la transformacion
se identificaron las colonias portadoras de la construccion deseada mediante secuenciacion (Figura 1).

Ejemplo 3.- Construccion de plasmidos para la transformacidn por transposicion

Ejemplo 3.1.- Construccion del plasmido pTC3 para la transformacién por transposicion

El plasmido pMTn4001 (Pich et al., Microbiology 152:519-527 (2006)) se amplificé por PCR con los oligonucleotidos
5pMTn4001Pstl (CAT GCT GCA GCC CGG GGG ATC CAC TAG TTC TAG AG) (SEQ ID NO: 25) y 3pMTn4001
(GTA CCC AAT TCG CCC TAT AGT GAG TCG) (SEQ ID NO: 26). El oligonucledtido 3pMTn4001 se fosforilé en su
extremo 5'. El producto de esta reaccion de PCR (2,98 kb) se digirié con la enzima de restriccion Pstl. Por otra parte,
el promotor del gen de la proteina P97 se amplifico mediante PCR con los oligonucledtidos 5’p97 (TCG AGG AAG
ACT GAT TAG AAA TTT AGA ACT) (SEQ ID NO: 27) y 3'p97BamH]I utilizando como molde ADN de la cepa J de
Mhyo. Este producto de PCR (280 pb) se digirié con la enzima de restriccion BamH| y se desfosforild con fosfatasa
alcalina. EI mismo promotor también se amplific6 mediante una segunda pareja de oligonucleétidos: 5’ p97Apal (GAT
CGG GCC CTC GAG GAA GAC TGA TTA GAA ATT TAG AAC T) (SEQ ID NO: 28) y 3'p97BamHl, y digirié con las
enzimas de restriccion Apal y BamHI. El gen de la transposasa se amplificé mediante PCR utilizando como molde el
plasmido pMTn4001 y los oligonucledtidos 5 TnpBamHI (GAT CGG ATC CAT GAC CCA AGT ACA TTT TAC ACT
GAA AAG) (SEQ ID NO: 29) y 3'TnpApal (GAT CCT CGA GGG GGG GCC CTT TTA CAC AAT TAT ACG GAC)
(SEQ ID NO: 30). La banda de 978 pb obtenida se digiri6 posteriormente con las enzimas de restriccion BamH| 'y
Apal. Por ultimo, el fragmento correspondiente a la resistencia a tetraciclina tetM se amplificé a partir del plasmido
pMTnTetM438 (Pich et al., Microbiology 152:519-527 (2006)) utilizando los oligonucleétidos 5 TetMBamHI (GAT
CGG ATC CAT GAA AAT TAT TAA TAT TGG AGT T) (SEQ ID NO: 31) y 3’ TetMPstl (GAT CGC TGC AGG AAT
TCG ATATCA AGC TTATCG ATA CCG TCG ATG CAC CT) (SEQ ID NO: 32). El fragmento de 1,9 kb obtenido se
digirié con las enzimas de restriccion Sall y BamHI y se desfosforild con fosfatasa alcalina. Los cinco fragmentos
resultante se ligaron mediante T4 ADN ligasa y la reaccion de ligacion se transformé en células de E. coli XL1-blue.
Entre las colonias resultantes de la transformacion se identificaron las colonias portadoras de la construccion
deseada mediante analisis de patrones de restriccion y secuenciacion. Se selecciond uno de los clones positivos
para las etapas posteriores y se lo nombré pTC3 (Figura 3).

Ejemplo 3.2.- Construccion del plasmido pTC366 para la transformacion por transposicion

Este plasmido procede directamente de pTC3 por la inclusién de dos secuencias lox66 de 34 pb (ATA ACT TCG
TAT AGC ATA CAT TAT ACG AAC GGT A) (SEQ ID NO: 33) flanqueando el gen de resistencia a tetraciclina. Para
tal fin, la secuencia del gen TetMp97 de resistencia a tetraciclina del plasmido TC3 se amplificé por PCR con los
oligonucleétidos 5loxp66Tetp97 (GAT TAA GGG CCC ATA ACT TCG TAT AGG ATA CTT TAT ACG AAG TTATGT
CGA CCC CCT CGA GGA AGA CTG) (SEQ ID NO: 34) y 3loxp66Tetp97 (GGG ACT AGT TAC GGT TCG TAT AAT
GTA TGC TAT ACG AAG TTA TCT GCA GGA TAT CAA GCT TAT CGA TAC CGT CG) (SEQ ID NO: 35)
obteniéndose un fragmento de PCR de 2,2 kb que se digirié con las enzimas de restriccion Apal y Spel. En paralelo,
el plasmido TC3 se digirié6 con las mismas enzimas de restriccion y se recuperd la banda de 4,4 kb. Los dos
fragmentos se ligaron utilizando T4 ADN ligasa y la mezcla de ligacion se transformo en células de E. coli XL1-blue.
Entre las colonias resultantes de la transformacién se identific6 por secuenciacién un clon positivo que habia
incorporado la secuencias lox66 correctamente y que se denominé pTC366 (Figura 3).
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Ejemplo 3.3.- Construccion del plasmido pTC3C para la transformacion por transposicion

Para obtener el plasmido pTC3C, el plasmido pTC366 se digiri6 con las enzimas Spel y Nofl. En este plasmido se
clon6 un fragmento de 992 pb procedente de la digestion el gen sintético ORF2v2 (SEQ ID NO: 5) con las mismas
enzimas de restriccion. Los clones positivos se identificaron mediante mapeo de restriccion (Figura 3).

Ejemplo 3.4.- Construccion del plasmido pTC3L para la transformacion por transposicion

Mediante una reacciéon de PCR con los oligonucleétidos P46CtFdHindlll (GTG TAA GCT TAA AAA CCA GGA TGC
ACA AAA TAA C) (SEQ ID NO: 36) y P46CtRv-Notl (TGT TGC GGC CGC TTT AGG CAT CAG GAT TAT CAA C)
(SEQ ID NO: 37) y utilizando como molde ADN genémico de la cepa 232, se amplifico un fragmento de 1,0 kb
correspondiente al extremo 3’ del gen de la proteina P46. Este producto de PCR se digirid con las enzimas de
restriccion Hindlll'y Notl. Por otro lado, y utilizando como molde el mismo ADN gendémico, se amplificé un fragmento
de 276 pb con los oligonucledtidos P46NtFdSpel (AGA CAC TAG TTT GAATTT GTATTT TCC ATA ATC) (SEQ ID

NO: 38) y P46NtRvBamHI (AGA GGG ATC CTG TAA TTG TTG AAG TTG CTG CCT) (SEQ ID NO: 39). Este
fragmento, que corresponde al promotor y al extremo 5’ del gen de la proteina P46 se digirié posteriormente con las
enzimas de restriccion Spel y BamHI. Por ultimo, y utilizando como molde el plasmido pTC3C junto a los
oligonucledtidos CircRv-Notl (TGT TGC GGC CGC TTATGG TTC TAA TGG TGG ATC) (SEQ ID NO: 40) y Circ2Fd-
BamHI (GTG TGG ATC CAT GAC ATA TCC AAG AAG AAG AT) (SEQ ID NO: 41) se amplifico el gen
correspondiente a la proteina de la capside de CVP2. Este fragmento de ADN de 712 pb se digirié a continuacion
con las enzimas de restriccion Notl y BamHI. Todos los fragmentos obtenidos se clonaron en el plasmido pTC366
previamente digerido con las enzimas Spel y Notl. Los clones positivos se identificaron mediante mapeo de

restriccion (Figura 3).

Ejemplo 3.5.- Construccion del plasmido pTC3T para la transformacion por transposicion

En este ejemplo, se utilizaron los oligonucleétidos P46NtFdSpel y P46CIRCRv (ATC TTC TTC TTG GAT ATG TCA
TGG CAT CAG GAT TAT CAA CAT TA) (SEQ ID NO: 42) para la amplificacion por PCR de la region promotora y el
extremo 5’ de la regién codificante del gen de la proteina P46 a partir de ADN gendmico de la cepa 232. La banda
obtenida de 1,25 kb se escindié con la enzima de restriccion Spel. En paralelo se realizé una segunda reaccion de
PCR con los oligonucleétidos P46CIRCFd (TAA TGT TGA TAA TCC TGA TGC CAT GAC ATA TCC AAG AAG AAG
AT) (SEQ ID NO: 43) y CircRv-Notl sobre pTC3C, obteniendo un fragmento de ADN de 732 pb. Mediante una
reaccion de PCR recombinante en la que se utilizaron como molde los fragmentos anteriores y los oligonucleétidos
P46NtFdSpel y CircRv-Notl, se obtuvo un fragmento de 2,2 kb. Este fragmento se digiri6 con las enzimas de
restriccion Spel y Notl, y se ligd con el plasmido pTC366 previamente digerido con las enzimas Spel y Nofl. Los
clones positivos se identificaron mediante mapeo de restriccion y secuenciacion (Figura 3)

Ejemplo 4.- Obtencion de bacterias transformantes

Todos los productos y reactivos utilizados en este método se esterilizaron mediante autoclavado, filtracion o
irradiacion. El material de partida fue un cultivo de Mhyo en fase de crecimiento exponencial. Esta fase de
crecimiento se obtiene preferentemente utilizando una dilucién 1/100 del inéculo y dejando crecer el cultivo durante
unas 48-144 horas en medio FriisHS (suero de caballo irradiado al 20 % (v/v) , extracto de levadura al 2,4 % (v/v),
rojo de fenol al 0,1 % (v/v), “solucién salina equilibrada de Hanks" al 0,4 %, “infusion de caldo de corazon” al 0,058 %
(p/v), PPLO 0,054 % (p/v) y ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml). Una vez obtenidos unos 40 ml de
cultivo de Mhyo en fase estacionaria se pipeted 10 veces el contenido de los matraces de cultivo para separar las
células y después se filtré el cultivo con un filtro de 0,45 pm para acabar de separar las mismas. Posteriormente, las
células se centrifugaron durante 20 minutos a 20.000xg, se resuspendieron en tampon de electroporacion (Sacarosa
272 mM, Hepes 200 mM pH 7,2) complementado con EDTA 1 mM y se incubaron en hielo durante 10 minutos.
Pasados los 10 minutos de incubacion con EDTA se repitié la centrifugacion a 20.000xg durante 20 minutos y las
células se resuspendieron en un volumen de entre 100 y 300 ul de tampoén de electroporacion. En una cubeta de
electroporacion de 0,2 cm se afadieron 20 yg de plasmido, previamente disuelto en tampoén de electroporacion a
una concentracién de entre 0,5 y 2 ug.ml' y la suspension de células hasta un volumen final de 100 ul. En el
momento de realizar la electroporacion, las variables del electroporador se ajustaron a un voltaje de 2,5 kV, una
resistencia entre 100 y 175 Q y capacitancia de 25 yF. Los valores tipicos obtenidos de “constante de tiempo” fueron
de entre 2,3 y 3 ms. Una vez emitido el pulso eléctrico se afiadieron 900 ul de medio FriisFBS (exactamente la
misma formulacién que el medio FriisHS, pero sustituyendo el suero de caballo por suero bovino fetal) y 20 ug
adicionales de plasmido. La suspension resultante se incubé durante 20 minutos en hielo y posteriormente 3 horas a
37 °C y CO- al 5 %. Después de 3 horas, la suspension obtenida se distribuyd (unos 200 ul por placa) en placas de
FriisHS complementado con agar de bajo punto de fusion al 0,7 % (p/v) y el antibidtico de seleccion deseado
(tetraciclina 0,5 pg/ml y/o gentamicina 10 pg/ml).

Al cabo de 2 o 3 semanas de incubacion a 37 °C y CO2 al 5 % se recuperaron las colonias transformantes en las

placas de Friis HS y se inocularon en matraces de 50 ml que contenian 10 ml de medio FriisHS complementado con
el antibiético selectivo a las concentraciones indicadas anteriormente. Una vez que el medio cambié de color (entre
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10 y 20 dias después de una incubacion a 37 °C y 150 rpm) se realizaron estudios genotipicos y/o fenotipicos de los
mutantes obtenidos, mediante la obtencion de extractos proteicos o de los ADN genémicos como cualquier experto
en la materia conoce.

Ejemplos 4.1. a 4.8. - Obtencion de cepas mutantes de Mhyo transformadas

Siguiendo sustancialmente el método descrito en el Ejemplo 4, se prepararon las cepas mutantes de Mhyo
transformadas que se muestran en la Tabla I, usando los plasmidos que también se enumeran en la misma tabla.
Tabla |

Ejemplo Plasmido Cepa parental Cepa mutante transformada
4.1 pTC3C 232 232Cc6

4.2 pTC3C 6314 6314Cc1

4.3 pTC3L 232 232Lc2

4.4 pTC3T 232 232Tc2

4.5 pTC3 232 232TC3hlyC

4.6 pOG 232 232P0OGc9

4.7 pOGCRE 232 232POGCREc1

4.8 pOGA159 6314 6314POGAc4

Las cepas mutantes mostradas en la tabla se seleccionaron de los diferentes mutantes que se obtuvieron en la
transformacion llevada a cabo como se describe en el presente documento. Estas cepas se utilizaron en diferentes
ensayos de vacunacion y de grado de atenuacion.

Ejemplo 5.- Analisis de las cepas mutantes obtenidas por transformaciéon con plasmidos replicativos

Ejemplo 5.1.- Analisis de las cepas mutantes obtenidas por transformacion con el plasmido replicativo pOG

Se empled la cepa transformada en el Ejemplo 4.6, 232POGc9, para confirmar la presencia del plasmido en las
células recuperadas de la transformacion de las placas de agar de Friis y cultivadas en medio FriisHS con
gentamicina 10 pg/ml.

Para tal fin, se realiz6 una extraccion del ADN total de las mismas. El ADN obtenido se digirié6 con la enzima de
restriccion Scal, que en este caso da lugar a la aparicion de bandas facilmente distinguibles en un gel de agarosa
(Figura 4A).

La aparicion de las bandas correspondientes al plasmido que destacan claramente sobre el fondo de ADN
gendmico, indica que el clon analizado contiene el plasmido y que este replica de forma estable para dar lugar a 25-
30 copias de plasmido por célula.

El analisis de los resultados demuestra que los plasmidos replicativos de la invencién se propagan de forma estable
a la descendencia de las bacterias transformadas.

Ejemplo 5.2.-_Analisis_de las cepas mutantes obtenidas por transformacién con el plasmido replicativo
pOGCRE

La cepa transformada en el Ejemplo 4.7, 232POGCREc1, incluye el gen que codifica la proteina Cre.

Para comprobar si la introduccion de genes heterdlogos mediante plasmidos replicativos daba lugar a la expresion
de las proteinas correspondientes en Mhyo de forma detectable, se analizé una extraccion proteica total de los
clones recuperados en los ensayos de transformacion con el plasmido pPOGCRE mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante y posteriormente se realizd una transferencia tipo Western para detectar por métodos
inmunoldgicos la presencia de la recombinasa Cre (Figura 4B).

En este caso, la proteina Cre se detectd Unicamente en la cepa que se habia transformado con el plasmido
pOGCRE, demostrando de esta manera la utilidad de los plasmidos replicativos para la expresion heterdloga de
proteinas en Mhyo.

Ejemplo 5.3.-_Analisis_de las cepas mutantes obtenidas por transformacién con el plasmido replicativo
pOGA159

La cepa transformada en el Ejemplo 4.8, 6314pOGAc4, se empled para confirmar la presencia del plasmido en las
células recuperadas de la transformacion de las placas de agar de Friis y cultivadas en medio FriisHS con
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tetraciclina a 0,5 pg/ml.Para este fin, se purificé ADN total de las células. EI ADN obtenido se analizé6 mediante un
gel de agarosa, que en este caso da como resultado la aparicién de bandas facilmente distinguibles cuando se las
compara con una preparacion de DNA obtenida a partir de la cepa parental 6314 (Figura 4C).

Ejemplo 6.- Analisis de las cepas mutantes obtenidas por transformacion mediante transposicion

Ejemplo 6.1.- Analisis_de las cepas mutantes obtenidas por transformacion mediante transposicion del
plasmido pTC3

Se analizaron distintos clones transformantes obtenidos por electroporacién con el plasmido TC3, tanto por
transferencia tipo Southern como por secuenciacion directa del ADN gendmico, para demostrar que los mutantes
resistentes a tetraciclina eran el resultado de la presencia de una insercion de transposén en el cromosoma
bacteriano.

Para asegurar que todos los clones obtenidos portaban una Unica insercion de transposén y que estas inserciones
no se volvian a movilizar después de varias generaciones, se realiz6 una transferencia tipo Southern del ADN
gendémico de un clon obtenido mediante el plasmido pTC3 nombrado 232TC3hlyC. Este clon se nombré asi ya que
los resultados de secuenciacion indicaron que el transposon se habia insertado en la secuencia codificante del gen
hlyC (base 843448 del genoma de la cepa 232, GenBank AE017332.1). Para tal fin, se digirié con las enzimas de
restriccion EcoRly EcoRV tanto el ADN gendmico de la cepa 232 como el de la cepa 232TC3hlyC. Se separaron los
fragmentos resultantes en un gel de agarosa al 0,7 % y se transfiri6 a una membrana de nylon. Se generé una
sonda con los oligonucleétidos SondaTet-5 (ATG AGT GGA TCC ATG AAA ATT ATT AAT ATT G) (SEQ ID NO: 44)
y SondaTet-3 (CTA AGT TAT TTT ATT GAA CAT ATA TCG TAC TTT ATC) (SEQ ID NO: 45), mediante una
reaccion de PCR con dUTP marcado con digoxigenina utilizando como molde el plasmido pTC3. La sonda reconoce
la secuencia del gen TetM de resistencia a tetraciclina, de forma que en el transferencia tipo Southern se detectaron
las regiones del genoma donde se habia producido la insercion del transposén (Figura 5A). El numero y el tamafio
de las bandas coincidian con los esperados tedricamente, indicando que los mutantes obtenidos por este método y
tales vectores presentan una Unica copia de la inserciéon de transposon y que dicha insercién se mantiene estable
después de varias generaciones.

Ejemplo 6.2.- Anadlisis de las cepas mutantes obtenidas por transformacion mediante transposicion de los
plasmidos pTC3C, pTC3L y pTC3T

Se seleccionaron varios mutantes originados por cada transposéon y se nombraron 6314Cc1, 232Cc6, 232Lc2,
232Tc2. Como se ha mencionado anteriormente se seleccionaron dos mutantes con el plasmido disefiado para
expresion citosolica (uno para la cepa 6314, el 6314Cc1 y otro para la cepa 232, el 232Cc6) mientras que las
versiones disefiadas para emplazarse en membrana sdélo se han ejemplificado en la cepa 232, tal como el mutante
procedente del plasmido pTC3L, el 232Lc2 y el mutante procedente del pTC3T, el 232Tc2.

Los puntos de insercion de los transposones de las versiones citosolicas (pTC3C) en el cromosoma bacteriano se
determinaron por secuenciacion directa del ADN gendémico. Con respecto al genoma de la cepa 232 (GenBank
AE017332.1), el transposon en el clon 6314Cc1 se insertd en la base 224547 mientras que el transposoén en el clon
232Cc6 se insertd en la base 569253.

Para identificar la presencia de la proteina de la capside de CVP2 y cuantificarla en las cepas de Mhyo obtenidas
(232Lc2, 232Cc6, 232Tc2 y 6314Cc1), se utilizd un kit comercial (Ingenasa) que permite detectar y cuantificar dicho
antigeno mediante inmunodeteccion en placa (ELISA). Los extractos proteicos se obtuvieron después de concentrar
100x los cultivos en fase exponencial de cada cepa y lisando las células obtenidas en PBS y Triton® X-100 a una
concentracion final del 0,1 % (v/v). Los resultados fueron positivos, indicando que todas las cepas y plasmidos
probados expresan las proteinas codificadas por ORF2 u ORF2v2 en mayor o menor cantidad (Figura 5B).

Las cepas con la version procedente del plasmido pTC3C también se analizaron mediante electroforesis en gel
desnaturalizante de poliacrilamida y transferencia tipo Western (Figura 5C). Se detectaron bandas del mismo peso
molecular que la proteina de la capside de CVP2. De forma interesante, no aparecié una banda de degradacion
proteolitica, un problema comun en la expresion recombinante de proteinas. Todo ello sugiere que la proteina de
capside de CVP2 expresada de forma recombinante en Mhyo puede ser un buen antigeno para la formulaciéon de
una vacuna polivalente. Asi mismo, se confirma que Mhyo es un buen hospedador para la expresion de proteinas
recombinantes.

Ejemplo 7.- Ensayos de vacunacidn

Ejemplo 7.1.- Vacunacién y exposiciéon a CVP2

Se analizo la eficacia de vacunas que contenian cepas de Mhyo transformadas preparadas como se describe en el
presente documento, donde dichas cepas expresaban la proteina de la capside del circovirus CVP2 en su citosol, y
los animales se expusieron a una cepa patogena de CVP2.
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Las respuestas que se valoraron fueron la respuesta inmunolégica frente a Mhyo y frente a CVP2 determinadas
mediante ELISA, y la carga de ADN virico de CVP2 en el suero de los animales.

Para la prueba se seleccionaron 72 cerdos de 28 dias de edad, que se distribuyeron al azar en 6 grupos de 12
animales cada grupo.

Dicha eficacia se analizo de acuerdo con un disefio factorial 22 con cuatro grupos de animales, en el cual los factores
a valorar eran las cepas de Mhyo transformadas y el régimen de vacunacion. Para este fin, se probaron vacunas que
contenian las cepas 6314Cc1 o 232Cc6, y los animales se vacunaron siguiendo un régimen de dosis Unica o de
revacunacion con una dosis adicional.

Los grupos de ensayo realizados se muestran en la Tabla II:

Tabla Il
Grupo Revacunacion Cepa
1 No 6314Cc1
2 Si 6314Cc1
3 No 232Cc6
4 Si 232Cc6

Adicionalmente, se incorporaron al estudio dos grupos de animales: un grupo no vacunado, pero si infectado (grupo
5), y un grupo no vacunado y no infectado (grupo 6).

Las vacunas comprendian las cepas mutantes de Mhyo inactivadas mediante un tensioactivo no i6énico y una
emulsion del tipo A/G/A como adyuvante, y se administraron por via intramuscular en el cuello del animal.

El régimen de vacunacioén consistid en administrar una dosis de 2 ml de vacuna en el dia 0 del estudio a todos los
animales que no formaban parte de los grupos de control, y se revacuné a la mitad de los animales a los 14 dias de
la primera dosis.

Los animales de los grupos 5 y 6 recibieron 2 ml de PBS como placebo tanto el primer dia como a los 14 dias.

Para preparar los antigenos para las vacunas, las cepas de Mhyo transformadas se cultivaron en medio Friis con
tetraciclina 0,5 pg/ml a una temperatura de 37 °C, en agitacion entre 100 y 200 rpm hasta que se observé un cambio
de color debido a un cambio en el pH del medio de cultivo.

Los cultivos se centrifugaron y se lavaron dos veces con PBS para obtener un cultivo concentrado 30 veces. El
antigeno correspondiente a la cepa de Mhyo transformada 6314Cc1 presento un titulo de 9,2 unidades de cambio de
color/ml (UCC/ml log1o) y el antigeno correspondiente a la cepa de Mhyo transformada 232Cc6 presento un titulo de
9,45 UCC/ml log1o. La produccion de la proteina de la capside de CVP2 se confirmé mediante ELISA (Ingezim PCV
DAS, Ingenasa, Espafia). La proteina total de cada antigeno fue respectivamente de 373 mg/l y 350,2 mg/I,
determinado por el método del Azul de Coomassie.

Los antigenos se inactivaron con un tensioactivo no iénico y se usé como adyuvante una emulsién del tipo A/G/A tal
como, por ejemplo, el producto Montanide® ISA 201 (SEPPIC, Francia), en una proporcién 50:50 peso/peso.

Se recogieron muestras de sangre de los animales el dia antes de la vacunacion (dia -1), el dia 13 (el dia anterior a
la revacunacion), el dia 27 (anterior a la infeccion) y a los dias 7, 14, y 21 después de la infeccion, que corresponden
respectivamente a los dias 35, 42 y 49 del estudio.

Se obtuvo suero para determinar la respuesta inmunoldgica frente a CVP2 mediante el kit CVP2 Antibody ELISA test
(Biocheck, Paises Bajos) y frente a Mhyo mediante CIVTEST SUIS Myo (Hipra, Girona-Amer, Espafia), y también
para el analisis de viremia por CVP2.

Las muestras de suero se obtuvieron los dias -1, 13 y 27 y se analizaron por PCR convencional, tal como se
describe en, por ejemplo, Quintana et al., Veterinary Record, 2001, 149, 357-361, ya que se esperaba que fuesen
negativos, mientras que las muestras recogidas los dias 7 y 14 después de la infeccion se analizaron por PCR
cuantitativa, como se describe en, por ejemplo, Olvera et al., J. Virol. Meth., 2004, 117, 75-80.

Los animales de los grupos 1 a 5 se infectaron por via intranasal con 2 ml (5,66 DICCs¢/ml logio) de una cepa de tipo
silvestre virulenta de CVP2 (CVP2 Sp-107-54-13 , Fort et al., Vet. Immunol. Immunopathol., 2010, 137, 226-234) 28
dias después de la administracién de la primera dosis de la vacuna. Los animales del grupo 6 recibieron 2 ml de
PBS por via intranasal como placebo. Los animales fueron sacrificados el dia 49 del estudio, esto es, 21 dias
después de la infeccion.
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Durante el ensayo de infeccidon-vacunacion aleatorizado y con enmascaramiento completo, los animales se
instalaron en habitaciones con nivel 3 de bioseguridad. El grupo 6 se colocd en una habitacion separada para evitar
infecciones cruzadas y, por tanto, fue el Unico grupo que permanecié sin enmascaramiento para el personal
encargado del cuidado de los animales.

Teniendo en cuenta que los animales presentaban anticuerpos maternos frente a CVP2, los grupos se trataron en
bloques con relacién a este parametro, para evitar diferencias iniciales entre los grupos.

El parametro principal para la evaluaciéon de la eficacia de la infeccion por CVP2 fue la reduccion de la viremia por
CVP2 determinada por PCR cuantitativa.

El parametro principal para determinar la eficacia con relacién a Mhyo, fue la seroconversion analizada por ELISA.

La respuesta serolégica frente a Mhyo se muestra en la Figura 6. Las cuatro vacunas experimentales promovieron
una seroconversion significativa en comparacion con los grupos no vacunados (grupos 5 y 6) a partir del dia 13 del
estudio en adelante.

Después de la infeccion por CVP2, los grupos vacunados mostraron en el dia 14 después de la infeccion una
respuesta inmunoldgica mayor con relacion al grupo no vacunado, pero si infectado y, con excepcién del grupo 4,
también en el dia 21 después de la infeccion.

El grupo no vacunado y no infectado presento la disminuciéon normal de los anticuerpos maternos frente a CVP2, con
una diferencia significativa con el grupo no vacunado e infectado en el dia 21 después de la infeccion.

No se observaron signos clinicos asociados a las infecciones por CVP2. Normalmente, los modelos de prueba de
CVP2 son modelos subclinicos, y el parametro clave para determinar la eficacia de la vacuna es la reduccion de la
viremia.

Todos los animales fueron negativos con respecto a CVP2, de acuerdo con el andlisis realizado por PCR
convencional antes de la infeccion. La Figura 8 muestra las copias genémicas de CVP2 que se cuantificaron en
tiempo real por PCR a los 7 y a los 14 dias después de la infeccion. No se detectaron copias gendmicas de CVP2 en
las muestras de suero del grupo no vacunado y no infectado.

El dia 14 después de la infeccion la viremia por CVP2 fue significativamente inferior en los grupos vacunados en
comparacion con el grupo no vacunado, pero si infectado.

Los resultados de este estudio indican que las cepas de Mhyo transformadas por los medios como se describe en el
presente documento y que expresan la proteina de la capside de CVP2 generan al mismo tiempo una respuesta
inmunolégica significativa frente a Mhyo y a circovirus porcino de tipo 2 (CVP2).

La respuesta inmunoldgica diferencial frente a CVP2 en los animales vacunados fue clara en el dia 14 después de la
infeccion, una vez que la infecciéon por CVP2 se habia establecido, tal como se deduce de la viremia por CVP2 que
se observa en el grupo no vacunado e infectado (grupo 5).

La presencia de anticuerpos maternos frente a CVP2 impidi6 la evaluacién de la inmunogenicidad de la vacuna en
ausencia de una infeccidon experimental, a diferencia de lo que sucedié con Mhyo.

Al no poderse reproducir en un modelo experimental los signos clinicos correspondientes a lesiones macroscoépicas
debidas a la infeccion por CVP2, el resultado de la infeccién por CVP2 fue valorado en términos de viremia por PCR
cuantitativa y la eficacia de la vacuna se demostré6 mediante la reduccion de la viremia. Esta reduccion se observo
para las cuatro vacunas de prueba a los 14 dias después de la infeccion, una vez que la viremia alcanza su nivel
mas alto.

Por lo tanto, las cepas de Mhyo transformadas que expresan la proteina de la capside de CVP2 se pueden usar en
vacunas frente a infecciones provocadas por Mhyo y por circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) al mismo tiempo.

Ejemplo 7.2.- Vacunacién e infeccion con CVP2 y Mhyo

Se analizé la eficacia de una vacuna que contenia una cepa de Mhyo transformada preparada como se describe en
el presente documento, donde dicha cepa expresaba la proteina de la capside del circovirus CVP2 en su citosol. Los
animales se expusieron a cepas patégenas de CVP2 y Mhyo.

Las respuestas que se valoraron fueron la carga de ADN virico de CVP2 en el suero de los animales, el nimero de
animales con viremia por CVP2 y las lesiones compatibles con Mhyo en los pulmones de los animales.
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Para la prueba se seleccionaron 36 cerdos de 28 dias de edad, que se distribuyeron al azar en 3 grupos de 12
animales cada uno.

Dicha eficacia se analizé con una vacuna que contenia la cepa 6314Cc1. Los animales del grupo 1 se vacunaron
siguiendo un régimen de dosis Unica. Adicionalmente, se incorporaron al estudio dos grupos de animales: un grupo
no vacunado, pero si infectado (grupo 2), y un grupo no vacunado y no infectado (grupo 3).

La vacuna comprendia la cepa mutante de Mhyo inactivada mediante un tensioactivo no iénico y una emulsion del
tipo A/G/A como adyuvante, y se administro por via intramuscular en el cuello de los animales.

El régimen de vacunacion consistié en la administracion de una dosis de 2 ml de vacuna en el dia 0 del estudio a
todos los animales que no formaban parte de los grupos de control.

Los animales de los grupos 2 y 3 recibieron 2 ml de PBS como placebo.

Para preparar los antigenos de la vacuna, la cepa de Mhyo transformada se cultivd en medio Friis con tetraciclina
0,5 yg/ml a una temperatura de 37 °C y en agitacion entre 100 y 200 rpm hasta que se observé un cambio de color
debido a un cambio en el pH del medio de cultivo.

Los cultivos se centrifugaron y se resuspendieron en PBS para obtener un cultivo concentrado 25 veces. El antigeno
correspondiente a la cepa de Mhyo transformada 6314Cc1 tenia un titulo de 9,325 unidades de cambio de color/ml
(UCC/ml log1o). La produccion de la proteina de la capside de CVP2 se confirmé mediante ELISA (Ingezim PCV
DAS, Ingenasa, Espaia).

Los antigenos se inactivaron con un tensioactivo no iénico y como adyuvante se us6 una emulsion del tipo A/G/A,
por ejemplo el producto Montanide® ISA 201 (SEPPIC, Francia), en una proporcion 50:50 en peso/peso.

Se recogieron muestras de sangre de los animales el dia antes de la vacunacion (dia -1), a los dias 13, 21 y 27
después de la vacunacion, y a los dias 7, 14, 21 y 28 después de la infeccidn, que corresponden respectivamente a
los dias 35, 42, 49 y 56 del estudio.

Se obtuvo suero para determinar la viremia por CVP2 utilizando PCR cuantitativa, como se describe en, por ejemplo,
Olvera et al., citado anteriormente.

Los animales de los grupos 1y 2 se infectaron por via intranasal con 2 ml/animal (5,33 DICCso/ml log+) de una cepa
de tipo silvestre virulenta de CVP2 (CVP2 Sp-107-54-13, Fort et al., Vet. Immunol. Immunopathol., 2010, 137, 226-
234) y con 10 ml/animal por via intratraqueal con la cepa patégena de Mhyo 3371 (7,325 UCC/ml log1o) a los 28 dias
después de la administraciéon de la vacuna. Los animales del grupo 3 recibieron 2 ml de PBS por via intranasal y
10 ml de PBS/animal por via intratraqueal como placebo. Los animales se sacrificaron el dia 56 del estudio, es decir,
28 dias después de la infeccion, momento en el que se valoré la presencia de lesiones compatibles con Mhyo en los
pulmones de los animales.

Durante el ensayo de infecciéon-vacunacion aleatorizado y con enmascaramiento completo, los animales se
instalaron en habitaciones con el nivel 3 de bioseguridad. El grupo 3 se instalé6 en una habitacion separada para
evitar infecciones cruzadas y, por lo tanto, fue el Unico grupo que permanecié sin enmascaramiento para el personal
encargado del cuidado de los animales.

Teniendo en cuenta que los animales tenian anticuerpos maternos anti- CVP2, los grupos se trataron en bloques
con relacion a este parametro, para evitar diferencias iniciales entre los grupos.

El parametro principal para la evaluaciéon de la eficacia de la infeccion por CVP2 fue la reduccion de la viremia por
CVP2 determinada por PCR cuantitativa. El parametro principal para determinar la eficacia con respecto a Mhyo fue
la superficie pulmonar afectada por lesiones compatibles con Mhyo.

Todos los animales fueron negativos con respecto a CVP2 de acuerdo con el analisis realizado por PCR
convencional antes de la infeccion experimental. La Figura 12 muestra las copias genomicas de CVP2 que se
cuantificaron en tiempo real por PCR a los 7, 14, 21 y 28 dias después de la infeccién. No se detectaron copias
gendmicas de CVP2 en las muestras de suero del grupo no vacunado y no infectado. Los dias 14 y 21 después de
la infeccion, la viremia por CVP2 fue significativamente inferior en el grupo vacunado en comparacion con el grupo
no vacunado, pero si infectado.

En la figura 13 se muestran los mismos resultados expresados como porcentaje de animales con viremia (positivos
en la PCR cuantitativa).
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En la figura 14 se muestra la mediana del porcentaje de superficie pulmonar afectada por lesiones compatibles con
Mhyo. Se observé que la superficie pulmonar afectada en los animales vacunados era significativamente inferior a la
de los animales no vacunados, pero si infectados (grupo 2).

Los resultados de este estudio permitieron concluir que la cepa de Mhyo genéticamente modificada como se
describe en el presente documento y que expresaba la proteina de la capside de CVP2 generd al mismo tiempo una
reduccion significativa de la viremia por CVP2 y de las lesiones compatibles con Mhyo, en comparacion con los
animales no vacunados.

En consecuencia, las cepas de Mhyo transformadas que expresan la proteina de la capside de CVP2 pueden
utilizarse en vacunas frente a infecciones provocadas por Mhyo y por circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) al mismo
tiempo.

Ejemplo 8.- Pruebas del grado de atenuacion de las cepas mutantes transformadas

Ejemplo 8.1.-_Analisis del grado de atenuacién de una cepa mutante transformada que porta la insercion de
transposoén en el gen de la hemolisina C de Mhyo

En este ensayo se determind el grado de atenuacion de una cepa mutante de Mhyo obtenida por transposicion
mediante la valoracion de la capacidad de dicha cepa para colonizar las vias respiratorias altas y bajas de un cerdo.

La cepa mutante probada, 232TC3hlyC, obtenida en el Ejemplo 4.5, presenta la insercién de transposén en el gen
de la hemolisina C de Mhyo (hlyC).

Se seleccionaron cerdos de 8 semanas de edad, se distribuyeron al azar en 2 grupos de 8 animales cada uno, y
cada grupo se mantuvo en habitaciones separadas para evitar infecciones cruzadas.

Los animales se sedaron antes de ser sometidos a la infeccion. Un grupo de animales se infecto por via intratraqueal
en el dia 0, con 10 ml de la cepa mutante 232TC3hlyC, y el otro grupo con 10 ml de la cepa parental 232 de Mhyo.
Los in6culos tenian un titulo de 7 UCC/ml log 10. Los animales se sacrificaron en el dia 28 del estudio.

Se recogieron muestras nasales los dias -1 (dia anterior a la infeccién), 8, 15, 21 y 28 para realizar un analisis de
Mhyo por PCR anidada.

Se recogieron muestras bronquiales el dia 28 de los animales sacrificados para realizar un analisis de Mhyo también
por PCR anidada.

No se detectaron animales que portaran ADN genémico de Mhyo en las muestras nasales recogidas durante todo el
tiempo que durd el estudio. Sin embargo, la cepa de tipo silvestre 232 de Mhyo se detectd en el 25 % de las
muestras bronquiales de los animales, mientras que para la cepa mutante transformada fue del 0 %.

Este resultado sugiere que la cepa mutante 232TC3hlyC muestra un comportamiento atenuado en comparacion con
la cepa parental de la que proviene, con relacion a la colonizacién de las vias respiratorias bajas; por lo tanto puede
utilizarse como candidata atenuada en una vacuna frente a Mhyo.

Ejemplo 8.2.- Analisis del grado de atenuacion de una cepa mutante transformada que presenta inhibicidon de
la expresion del gen de la hemolisina 159 de Mhyo

En ofra prueba se determiné el grado de atenuacion de la cepa 6314POGAc4, obtenida en el Ejemplo 4.8, que
presenta inhibicion de la expresion del gen de la hemolisina 159 de Mhyo.

Se seleccionaron cerdos de 8 semanas de edad, se distribuyeron al azar en 3 grupos de 8 animales cada uno y se
mantuvieron en habitaciones separadas para evitar infecciones cruzadas.

El dia 0 de la prueba, a los animales del grupo 1 se le inoculé por via intratraqueal 10 ml de la cepa 6314POGAc4
con una concentracion de 8 UCC/ml log1o, y a los animales del grupo 2 se les administré la misma cantidad de la
cepa parental de tipo silvestre 6314. Los animales se sedaron antes de ser sometidos a la infeccion. El grupo 3 fue
el grupo control no infectado. Los animales se sacrificaron el dia 28 del estudio.

Se recogieron muestras de sangre el dia anterior a la infeccion (dia -1) y en los dias 15 y 28. Se analiz6 la serologia
de Mhyo mediante el CIVTEST SUIS Mhyo (Hipra-Amer-Girona-Espafia). Se recogieron muestras nasales los dias -
1, 8, 15, 21 y 28 para realizar un analisis de Mhyo por PCR anidada.

Se recogieron muestras bronquiales el dia 28 de los animales sacrificados para realizar un analisis de Mhyo también
por PCR anidada.
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Se puntuaron las lesiones pulmonares macroscopicas de bronconeumonia catarral compatible con una infeccién por
Mhyo. Cada lébulo pulmonar se puntué entre 0 y 5 de acuerdo con la proporcion de tejido con lesiones provocadas
por Mhyo.

La contribucién de cada I6bulo pulmonar a la superficie total del pulmén afectada se calculé aplicando el método
descrito en Christensen et al., Diseases of the respiratory system. En: Diseases of Swine. 82 Edicion. Straw B.E.,
D’Allaire S., Mengeling W.L. y Taylor D.J. lowa State University Press, Ames (IA) 1999, pagina 914.

La Figura 9 muestra la respuesta seroldgica frente a la infeccion por Mhyo. Se puede observar que solamente la
cepa parental de tipo silvestre (grupo 2) presentd seroconversion a los 28 dias después de la infeccion, con una

diferencia significativa con respecto al grupo 1, infectado con la cepa mutante transformada 6314POGAc4, y al
grupo control.

La Figura 10 muestra que Mhyo solamente se detectd en las muestras nasales del grupo 2 a los 21 y 28 dias
después de la infeccion. En los 8 animales del grupo 2 se detectd Mhyo en las muestras bronquiales recogidas el dia
28, mientras que el numero fue significativamente inferior en el grupo al que se le administré la cepa mutante
transformada de la invencion.

En la Figura 11 se puede observar que las lesiones pulmonares macroscépicas provocadas por Mhyo fueron
significativamente mayores en el grupo 2, infectado con la cepa parental de tipo silvestre, mientras que los animales
infectados con la cepa mutante de la invencion presentaron lesiones mas pequefias, comparables a las observadas
en el grupo no infectado.

Por lo tanto, se puede concluir que la cepa mutante transformada de la invencion analizada en este ejemplo muestra
una capacidad reducida para colonizar las vias respiratorias altas y bajas y también una capacidad reducida para
provocar lesiones pulmonares asociadas a la NEP.
Todo ello sugiere que dicha cepa mutante transformada puede usarse para preparar vacunas atenuadas frente a
NEP y patologias asociadas a Mhyo.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> HIPRA SCIENTIFIC, S.L.U.

<120> Cepas mutantes de of Mycoplasma hyopneumoniae

<130> 102310PEP757L

<140> EP12382277.7
<141> 10-07-2012

<160> 45

<170> Patentln versién 3.5
<210>1

<211> 265

<212> ADN

<213> Mycoplasma hyopneumoniae

<400> 1
gaagactgat tagaaattta gaactattca aatctttcaa aaaagtggcc taaaaacaat 60

gataaaaaaa tttccaaact tttttgttgc aaaaasaaaaa aaaaaaagta taattttaat 120
tgtacaagtt aaataaattt tteacttate tttttttatt ttgcaaaact tttaaaaaaa 180
ttagatatct aaattatatt atatgattga gaaaatgaaa aatttattte ctagaaccaa 240
gataattgag gtttaaaata tgagt 265
<210> 2

<211> 263
<212> ADN

35



10

15

20

25

ES 2745720 T3

<213> Mycoplasma hyopneumoniae

<400> 2

ttgaatttgt attttccata

taccectttaa tttatagtat

tttatttgaa tttttataat

aaaattcatt ttttaaaaaa

aacttgattt gaaagggaac

<210>3
<211> 699
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> gen sintético

<400> 3

atctaaaatt
ttttttattt
ttagtactaa
aattgatttt

aaa

atgacatatc caagaagaag atatagaaga

caaattttaa gaagaagace atgattagtt

aaaaatggaa tttttaatace aagattatea

acagttacaa
ccaccaggag
gttaaagttg
acagcagtta
tatgttaatt
tttacaccaa
aatcaattat
geatttgaaa

tttagagaat

<210> 4
<211>702
<212> ADN

caccatcatyg
gaggaacaaa
aattttgace
ttttagatga
attcatcaag
aaccagtttt
gattaagatt
attcaaaata

ttaatttaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> gen sintético

<400> 4

agcagttgat
taaaatttea
atgttcaceca
taattttgtt
acatacaatt
agattcaaca
acaaacatca
tgatcaagat

agatccacea

ttacatttet
tttagtctaa
aaaatacaaa

tatagtataa

agaagacata
catecaagac
agaacatttg
atgatgagat
attccatttg
attacacaag
acaaaagcaa
cgacaaccat
attgattatt
ggaaatgttyg
tataatatta

ttagaacea

36

ttataacaat
attataaaat
tattttttee

tttatttgta

gaccaagatc
atagatatag

gatatacagt

ttaaaattga
aatattatag
gagatagagg
cagcattaac
tttcatatca
ttcaaccaaa
atcatgttgg

gagttacaat

ttttaaaaat
tatcttgaat
tattctaaga

taattgaatt

acatttagga
atgaagaaga
taaaagaaca
tgattttgtt
aattagaaaa
agttggatca
atatgatcca
ttcaagatat
taataaaaga
attaggaaca

gtatgttcaa

60
120
180
240

263

€0

120

180

240
300
360
420
480
540
600
660

699



10

15

atgacatatc
caaattttaa
aaaaatggaa
acagttacaa
ccaccaggag
gttaaagttg
acagcagtta
tatgttaatt
tttacaccaa
aatcaattat
gcatttgaaa

tttagagaat

caagaagaag
gaagaagace
tttttaatac
cacecatcatg
gaggaacaaa
aattttgacc
ttttagatga
attcatcaag
aaccagtttt
gattaagatt
attcaaaata

ttaatttaaa

<210>5

<211>992

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gen sintético

<400> 5

actagtacta
cctaaaaaca
ataattttaa
ttttaaaaaa
cctagaacea
agatatagaa
ccatgattag
acaagattat
tgagcagttg
aataaaattt
ccatgttoac
gataattttg
agacatacaa
ttagattcaa
ttacaaacat
tatgatcaag

aaagatccac

gagaagactg
atgataaaaa
ttgtacaagt
attagatatce
agataattga
gaagaagaca
ttcatccaag
caagaacatt
atatgatgag
caattccatt
caattacaca
ttacaaaage
ttcoccacaacc
caattgatta
caggaaatgt
attataatat

cattagaace

<210>6
<211> 233
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atatagaaga
atgattagtt
aagattatca
agceagttgat
taaaatttca
atgttcacca
taattttgtt
acatacaatt
agattcaaca
acaaacatca
tgatcaagat

agatccacca

attagaaatt
aatttccaaa
taaataaatt
taaattatat
ggtttaaaat
tagaccaaga
acatagatat
tggatataca
atttaaaatt
tgaatattat
aggagataga
aacagcatta
attttcoatat
ttttcaacca
tgatcatgtt
tagagttaca

ataageggece

agaagacata
cateocaagac
agaacatttyg
atgatgagat
attccattty
attacacaag
acaaaagcaa
ccacaaccat
attgattatt
ggaaatgttg
tataatatta

ttagaaccat

tagaactatt
cttttttgtt
tttcacttat
tatatgattg
atgagtggat
tecacatttag
agatgaagaa
gttaaaagaa
gatgattttg
agaattagaa
ggagttggat
acatatgate
cattcaagat
aataataaaa
ggattaggaa
atgtatgtte

ge
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gaccaagatc
atagatatag
gatatacagt
ttaaaattga
aatattatag
gagatagagg
cagcattaac
tttcatatea
tteaaccaaa
atcatgttgg
gagttacaat

aa

caaatctttc
gcaaaaaaaa
ctttttttat
agaaaatgaa
ccatgacata
gacaaatttt
gaaaaaatgg
caacagttac
ttccaccagg
aagttaaagt
caacagcagt
catatgttaa
attttacacc
gaaatcaatt
cagcatttga

aatttagaga

acatttagga
atgaagaaga
taaaagaaca
tgattttgtt
aattagaaaa
agttggatca
atatgatcca
ttcaagatat
taataaaaga
attaggaaca

gtatgttcaa

aaaaaagtgyg
aaaaaaaagt
tttgcaaaac
aaatttattt
tecaagaaga
aagaagaaga
aatttttaat
aacaccatca
aggaggaaca
tgaattttga
tattttagat
ttattcatca
aaaaccagtt
atgattaaga
aaattcaaaa

atttaattta

60

120

180

240

300

360

420

4180

540

€00

660

702

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

992



ES 2745720 T3

<212> PRT

<213> Circovirus porcino de tipo 2 (CVP2)

<400> 6

Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg
1 5 10 15

Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro
20 25 30

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr Arg
35 40 45

Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Arg Thr Thr Val Thr Thr
50 55 60

Proc Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Lys Ile Asp Asp Phe Val
65 70 75 80

Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asgsn Lys Ile Ser Ile Pro Phe Glu Tyr Tyr

85 20 95

Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser Prcoc Ile Thr
100 105 110

Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala Val Ile Leu Asp AsSp Asn
115 120 125

Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr Val Asn Tyr
130 135 140

Ser Ser Arg Hig Thr Ile Pro Gln Pro Phe Ser Tyr His Ser Arg Tyr
145 150 155 160

Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Ser Thr Ile Asp Tyr Phe Gln Pro
165 170 175

Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln Thr Ser Gly Asn
180 185 190

Val Asp Hisg Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser Lys Tyr Asp
195 200 205

Gln Asp Tyr Asn Ile Arg Val Thr Met Tyr Val Gln Phe Arg Glu Phe
210 215 220

Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Glu Pro
225 230
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<210>7

<211> 26

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400>7
gataaagtee gtataattgt gtaaaa

<210> 8

<211> 26

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 8
ttttacacaa ttatacggac tttatce

<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
atgcgoggee gottatttat cagaaacagt tag

<210> 10

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
agtcgggoes agettgegaa teattggatg atggatte

<210> 11

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
actgggatce atgaatatag ttgaaaatg

<210> 12

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 12
ggatgggoecec agcttgegea tcattgg

<210> 13

39

26

28

33

38

29

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2745720 T3

<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 13
gatctctaga tcogaggaaga ctgattagaa atttagaact

<210> 14

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
gatcggatcoo actcatattt taaacctcaa ttat

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15
actgactagt agcttgcegcea tcattgg

<210> 16

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16

atgcagatct atgtocaatt tactgacegt acaccaaaat ttg

<210> 17

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17
atgegggeoe ttaatcgeca teottcocagea ggegeac

<210> 18

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18

40

40

34

27

43
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tgttatcgat acogtegatg cacctogage taagttattt tattg 45

<210> 19

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19
agacatcgaa agettgatta tgetgattge attettteaa tttg 44

<210> 20

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
agaggaatce gatttattta tcagaaacag ttagtetttt co 42

<210> 21

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 21
agactctaga actagtggat ceocccegggee cctcgaggaa gactgattag aaatttag 58

<210> 22

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
agacgaattd gaattoctge agggatccac tecatatttta aaccte 46

<210> 23

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
catcgaatte acgaattagt gattctgect ttte 34

<210> 24

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

41
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<400> 24
catcgaatte attaaagttg atteggtgtt taatco

<210> 25

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
catgctgcag ccocgggggat ccactagtte tagag

<210> 26

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
gtacccaatt cgeecctatag tgagteg

<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
toegaggaaga ctgattagaa atttagaact

<210> 28

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
gatcgggcec tcgaggaaga ctgattagaa atttagaact

<210> 29

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 29
gatcggatcee atgacccaag tacattttac actgaaaag

<210> 30

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

42
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<400> 30
gatcctogag ggggggeccet tttacacaat tatacggac

<210> 31

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
gatcggatce atgaaaatta ttaatattgg agtt

<210> 32

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
gatcgetgea ggaattegat atcaagetta tegatacegt cgatgeacct

<210> 33

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33
ataacttogt atageataca ttatacgaac ggta

<210> 34

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 34
gattaagggc ccataacttc gtataggata ctttatacga agttatgteg accccctega

ggaagactg

<210> 35

<211>74

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35
gggactagtt acggttegta taatgtatge tatacgaagt tatctgcagg atatcaaget

tatcgatace gtcg

<210> 36

43
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<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36

gtgtaagctt aaaaaccagg atgcacaaaa taac

<210> 37

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
tgttgeggec getttaggea tcaggattat caac

<210> 38

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38
agacactagt ttgaatttgt attttccata atc

<210> 39

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 39
agagggatce tgtaattgtt gaagttgetg cct

<210> 40

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 40

tgttgeggee gettatggtt ctaatggtgg ate

<210> 41

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41

44

34

34

33

33
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gtgtggatos atgacatate caagaagaag a

<210> 42

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42
atcttottet tggatatgte atggeatcag gattatcaac atta

<210> 43

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
taatgttgat aatcctgatg ccatgacata tccaagaaga agat
<210> 44
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 44
atgagtggat ccatgaaaat tattaatatt g

<210> 45

<211> 36

<212> ADN

<213> Enterococcus faecalis

<400> 45
ctaagttatt ttattgaaca tatategtac tttate

45

31

44

44

31

36
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una cepa mutante de Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo), caracterizado porque
comprende la etapa de transformar una cepa de M. hyopneumoniae mediante el uso de un vector portador que
comprende al menos una secuencia exdégena de ADN, estando la secuencia bajo el control de una secuencia de
ADN de una region promotora de M. hyopneumoniae,

donde el vector portador es un vector plasmidico replicativo que comprende:

1) una secuencia de ADN que comprende la region oriC de una cepa de Mycoplasma sp., la cual es
Mycoplasma hyopneumoniae, y
2) una secuencia exogena de ADN que comprende un gen marcador y, opcionalmente, una secuencia

exogena de ADN adicional, que estan bajo control de una secuencia de ADN de una regién promotora de Mhyo,
donde la region promotora de Mhyo corresponde a un segmento de ADN que comprende entre 50 pares de bases y
300 pares de bases ubicadas en el lado 5’ del gen de una proteina de Mhyo seleccionada del grupo formado por las
proteinas P36, P46, P65, P76, P97, P102, P146 y P216,

donde la regién promotora de Mhyo inicia o promueve la transcripcion de una secuencia de ADN de Mhyo, y

donde la secuencia exdégena de ADN se introduce de forma estable en el citosol o en el genoma de la cepa de
Mhyo.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la secuencia exdgena de ADN se selecciona
del grupo que comprende un gen de resistencia a un antibiético, un gen que codifica una recombinasa, un gen que
codifica una transposasa, una secuencia diana de transposasa, un fragmento de ADN procedente de Mhyo, un gen
que codifica un componente antigénico de un microorganismo que provoca enfermedades porcinas, y
combinaciones de los mismos.

3. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque la secuencia
exogena de ADN adicional se selecciona del grupo formado por la secuencia de ADN que codifica la proteina de la
capside del circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) y la secuencia de ADN que codifica una proteina que comprende la
proteina de la capside del circovirus porcino de tipo 2 (CVP2) que porta adicionalmente los aminoacidos
MetSerGlySer en el extremo N-terminal de dicha proteina, codificando dicha secuencia exégena de ADN adicional la
proteina de la capside de CVP2 que se selecciona del grupo formado por la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4y SEQ ID
NO: 5.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la region promotora
de Mhyo comprende la region promotora del gen de una proteina de Mhyo seleccionada del grupo formado por las
proteinas P46 y P97.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque la regiéon promotora de Mhyo comprende la
region promotora del gen de la proteina P46 de Mhyo.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque la regién promotora de Mhyo comprende la
region promotora del gen de la proteina P97 de Mhyo.

7. Un vector plasmidico replicativo, caracterizado porque comprende:

1) una secuencia de ADN que comprende la region oriC de una cepa de Mycoplasma sp., que es Mycoplasma
hyopneumoniae, y
2) una secuencia exdogena de ADN que comprende un gen marcador y, opcionalmente, una secuencia

exogena de ADN adicional que esta bajo el control de una secuencia de ADN de una regién promotora de Mhyo,
donde la region promotora de Mhyo corresponde a un segmento de ADN que comprende entre 50 pares de bases y
300 pares de bases ubicadas en el lado5’ del gen de una proteina de Mhyo seleccionada del grupo formado por las
proteinas P36, P46, P65, P76, P97, P102, P146 y P216, y

donde la regién promotora de Mhyo inicia o promueve la transcripcion de una secuencia de ADN de Mhyo.

8. El vector plasmidico replicativo de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado porque la secuencia exdgena de
ADN adicional se selecciona del grupo formado por la secuencia que codifica la proteina de la capside del circovirus
porcino tipo 2 (CVP2) y la secuencia que codifica una proteina que comprende la proteina de la capside del
circovirus porcino tipo 2 (CVP2) que porta adicionalmente los aminoacidos MetSerGlySer en el extremo N-terminal
de dicha proteina, seleccionandose dicha secuencia de ADN que codifica la proteina de la capside del CVP2 del
grupo formado por la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5.

9. El vector plasmidico replicativo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, caracterizado porque

la region promotora de Mhyo comprende la regidon promotora del gen de una proteina de Mhyo seleccionada del
grupo formado por las proteinas P46 y P97.
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10. Una cepa mutante de Mhyo, caracterizada porque comprende el vector plasmidico replicativo de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

11. Una vacuna para proteger a los cerdos frente a la neumonia enzoodtica porcina provocada por Mhyo, y
opcionalmente frente a otra enfermedad o afecciones patoldgicas adicionales que afectan a los cerdos, que
comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de la cepa mutante de Mhyo como se define en la reivindicacion
10.

12. La vacuna de acuerdo con la reivindicaciéon 11, caracterizada porque la otra enfermedad o las afecciones
patoldgicas adicionales que afectan a los cerdos estan provocadas por un microorganismo, que se selecciona del
grupo formado por Actinobacillus sp., Brachyspira sp., Pasteurella multocida, Salmonella sp., Streptococcus sp.,
Isospora sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Leptospira sp., Staphylococcus sp., Haemophilus parasuis, Bordetella
bronchiseptica, Clostridium sp., Mycoplasma sp., Lawsonia intracellularis, Escherichia coli, virus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino, virus de la gripe porcina, virus de la gastroenteritis transmisible, parvovirus
porcino, virus de la encefalomiocarditis, coronavirus, rotavirus, circovirus porcino, agente del sindrome del fallo del
desarrollo peridestete porcino, virus de la peste porcina clasica, virus de la peste porcina africana, calicivirus y torque
teno virus (TTV).

13. La vacuna de acuerdo con la reivindicacion 12, caracterizada porque la otra enfermedad o las afecciones
patoldgicas adicionales que afectan a los cerdos estan provocadas por circovirus porcino.

14. La vacuna de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, caracterizada porque comprende
ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente un adyuvante.

15. Un kit de vacunacion para vacunar cerdos frente a una infeccion o enfermedad provocada por Mhyo vy
opcionalmente frente a otra enfermedad o afecciones patoldgicas provocadas por microorganismos que afectan a
los cerdos, que comprende un recipiente que comprende una cantidad inmunoldgicamente eficaz de la cepa mutante
como se define en la reivindicacién 10.
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FIGURA 2
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T FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 10
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