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Polimorfismo en el gen de la adhesina P97 de Mycoplasma hyopneumoniae

Resumen

Mycoplasma hyopneumoniae es el agente primario de la neumonia enzodtica en cerdos,
enfermedad respiratoria cronica, de baja mortalidad y alta morbilidad, que ocasiona
importantes pérdidas econdmicas, asociadas a la baja ganancia de peso y deficiente
conversion alimenticia. La transmision de M. hyopneumoniae es por contacto directo con
secreciones del tracto respiratorio de cerdos infectados. M. hyopneumoniae inicia la
colonizacion de la superficie del epitelio respiratorio por medio de la adhesina P97, la cual se
une a glicolipidos sulfatados sobre la membrana de las células ciliadas. El gen p97 tiene dos
regiones repetitivas, R1 que se caracteriza por adherirse a las células ciliadas y R2, estas
regiones codifican para A/TKPV/EA/T y GA/E/SITPN/SQG/QK/N/SK/T/PAITEIK/TIS
respectivamente, y ambas varian en el nimero de repeticiones presentes en las diferentes
cepas reportadas. Basados en esta informacion, planteamos la hipdtesis de que los
M. hyopneumoniae mexicanos diferirdn en sus secuencias a nivel de R1 y R2 en p97 de las
cepas reportadas en las bases de datos de GenBank. Este estudio esta dirigido a determinar si
estas regiones, en M. hyopneumoniae nacionales, difieren de las reportadas en otros paises. La
cepa J de M. hyopneumoniae fue utilizada como testigo positivo y la cepa de campo de
M. hyorhinis, como testigo negativo. Se obtuvieron muestras de 384 pulmones de cerdos con
lesiones provenientes de rastros del Estado de Meéxico, que fueron procesadas para
aislamiento bacteriol6gico y extraccion de ADN mediante CTAB/fenol/cloroformo. Para la
PCR se utilizaron los iniciadores MhpF y MhpR, basados en la secuencia del gen mhp271;
MhpRR1-F y MhpRR2-R, basados en la secuencia del gen p97 para M. hyopneumoniae y
Mhyor37F y Mhyor37R, basados en la secuencia del gen p37 para M. hyorhinis. EIl gen p97
amplificado por la PCR, se secuencié de manera automatica en el Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)?, utilizando el sistema ABI®. EI
analisis de las secuencias se realizd con el software Sequencher version 5, ClustalW y BLAST
del NCBI. De las 384 muestras el 54.7% (210) resultaron negativas a la bacteriologia,
mientras que 45.3% (174) fueron positivas. De las positivas en el 2.3% (4) se aislo
Mycoplasma hyorhinis, en el 40.8% (71) Pasteurella multocida tipo A, en el 6.9% (12)
Pasteurella, en el 51.7 % (90) Arcanobacterium pyogenes, en el 17.2% (30) Escherichia coli,

en el 17.2% (30) Staphylococcus aureus, en el 41.4% (72) Staphylococcus y en el 17.2%

# Instituto de Biotecnologia de la UNAM, en Cuernavaca, Morelos



(30) Moraxella. Mientras que se detecto por PCR en el 16.1% (28) Mycoplasma
hyopneumoniae.

En 2 muestras de pulmones 1p97 y 79p97 se amplific una secuencia nueva en R1: AKLVA
Este descubrimiento cambia la secuencia conocida A/TKPE/VAIT a AITKP/LE/VA/T. En la
muestra 292P97 se encontrd la secuencia nueva en R2: GAPNQGKKSE. Este hallazgo
cambia la  secuencia conocida GA/E/S/TPN/SQG/QK/N/SK/T/PAI/TE/K/TIS a
GA/E/SITPN/SQG/QK/N/SK/T/PA/TISE/K/T/S. Han sido reportadas en GenBank 25
variantes en la secuencia de nucledtidos en R1. En este estudio encontramos 1 nueva
secuencia de R1 en las muestras 1P97 y 79P97. Similarmente, han sido reportadas 30
variantes en la secuencia de nucleétidos en R2, en este estudio encontramos 1 nueva
secuencia de R2 en la muestra 292P97. Concluimos que los M. hyopneumonie que ocurren en
México, presentan diferencias en la secuencia de aminoacidos de P97 respecto a los que
ocurren en otros lugares de mundo; esto podria tener implicaciones importantes respecto a la
proteccion inmunoldgica con vacunas basadas en cepas de otros paises; por lo que se sugiere

el desarrollo de inmundgenos con cepas nacionales.



Abstract

Mycoplasma hyopneumoniae causes enzootic pneumonia, a chronic pulmonary disease of the
pig, characterised by low mortality and high morbility, the most important disease associated
to economics loss in swine production, due to reduced rate of gain and feed efficiency.
Transmission of M. hyopneumoniae is by direct contact with respiratory tract secretion from
infected swine. M. hyopneumoniae attaches to the ciliated epithelial cells lining the
respiratory tract via the P97 adhesin that binds to sulphated glycolipids on the host-cell
membrane of tracheal cilia. p97 has two repetitive regions, R1 which codes for the region
responsible for attachment to the cilial membrane and R2. R1 and R2 encode the amino acid
sequences A/TKPV/EA/T and GAJ/E/SITPN/SQG/QK/N/SK/T/PAITE/IKITIS respectively;
both of them vary in the number of amino acid repeats between different strains. Based on this
information, propose the hypothesis that the Mexican M. hyopneumoniae will differ in p97 R1
and R2 from the strains reported in GenBank. This study is about the characterization of
Mexican strains of M. hyopneumoniae in the R1 and R2 regions and the description of the
differences with the reported in other countries. M. hyopneumoniae strain J was used as
positive control and the field strain of M. hyorhinis as a negative control. 384 samples of
injured lung were obtained from slaughterhouses of the State of Mexico, which were
processed for bacteriological isolation and DNA extraction with CTAB/phenol/cloroform for
PCR. The primers MhpF and MhpR, were used, based on the sequence of the mhp271 gene;
MhpRR1-F and MhpRR2-R based on the sequence of the gene p97 for M. hyopneumoniae
and Mhyor37F and Mhyor37R based on the sequence of the gene p37 for M. hyorhinis. The
p97 gene was amplified by PCR and sequenced at the Institute of Biotechnology, UNAM?®, in
an automatic way using the ABI® system. The analysis of the sequences was done by the
software Sequencher, ClustalW and BLAST NCBI. From the 384 samples, 54.7% (210) were
negative by bacteriology, while 45.3% (174) were positive. From these last 2.3% (4) were
positive to Mycoplasma hyorhinis, 40.8% (71) to Pasteurella multocida type A, 6.9% (12) to
Pasteurella, 51.7% (90) to Arcanobacterium pyogenes, 17.2% (30) to Escherichia coli, 17.2%
(30) to Staphylococcus aureus, 41.4% (72) to Staphylococcus, and 17.2% (30) to Moraxella.
While Mycoplasma hyopneumoniae was detected in 16.1% (28) of the samples by PCR. A
new sequence was found in the 1p97 and 79p97 Mexican M. hyopneumoniae in R1: AKLVA.
This discovery redefines the consensus sequences from A/TKPV/EA/T to A/ITKP/LE/NVAIT.

® Institute of Biotechnology of the UNAM from Cuernavaca, Morelos,



A new sequence was found in the 292P97 sample in R2: GAPNQGKKSE. This discovery
change the consensus sequence from GA/E/S/ITPN/SQG/QK/N/SK/T/PAITE/KI/TIS to
GA/E/SITPN/SQG/QK/N/SK/T/PAITISE/IK/TIS. 25 variants have been reported in the
nucleotide sequence in R1 (GenBank). In this study, we find a new sequence in R1 in the
1P97 and 79P97 Mexican M. hyopneumonie. 30 variants have been reported in the nucleotide
sequence for R2. In this study, we found one new sequence in R2 in the 292P97 Mexican M.
hyopneumoniae. We conclude that the Mexican M. hyopneumonie, present differences in the
amino acid sequence of P97 with regard to those in other parts of the world; this might have
important implications with regard to the immune protection with vaccines based from strains
from other countries; thus the development of immunogens is suggested to be done with

national strains.



Introduccion

Los micoplasmas son un grupo de bacterias que pertenecen a la clase Mollicutes, por
carecer de pared celular. Esta clase incluye 200 especies siendo los procariontes de vida
libre més pequefias que existen; por la falta de pared celular se deben de diferenciar estas
bacterias de las formas L bacterianas. Miden 0.2-0.5 um y su membrana es similar a la de
las células eucariontes en cuanto que incluyen esteroles en su composicién. El tamafio de su
genoma oscila entre 580 kb (M. genitalium) y 1,350 kb (M. penetrans)’. Son exigentes
nutricionalmente, requieren de proteinas, esteroles y fosfolipidos para su desarrollo por lo
que son dificiles de cultivar. Las colonias se caracterizan por presentar una zona central que
penetra el agar y una zona periférica sobre la superficie (forma de huevo frito), sin embargo
algunas especies como M. hyopneumoniae no presentan esta morfologia®.

El desarrollo de técnicas de biologia molecular ha permitido la deteccion de micoplasmas
en un mayor nimero de huéspedes. Algunos han sido asociados a enfermedades agudas y
cronicas en animales y el hombre incluyendo afecciones respiratorias, del tracto genital,
conjuntivitis, mastitis y artritis entre otras. Estudios recientes han mostrado la importancia
de algunos componentes estructurales de la membrana de los micoplasmas en la
patogenicidad, como proteinas relacionadas con el citoesqueleto® y las adhesinas, que han
sido descritas en M. pneumoniae (P1), M. genitalium (MgPa)*, M. gallisepticum (Mgc2)°® y
M. hyopneumoniae (P97)°.

Clasificacion taxonomica

Mycoplasma hyopneumoniae se encuentra clasificado en la clase Mollicutes, orden
Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae, ésta familia esta compuesta por los géneros
Mycoplasma y Ureaplasma. Mycoplasma hyopneumoniae se encuentra en la familia
Mycoplasmataceae por su requerimiento de colesterol y en el género Mycoplasma por ser
ureasa negativo. Los patdgenos hemotroficos Haemobartonella y Eperythrozoon, antes
clasificados como rickettsia, son ahora considerados miembros del género Mycoplasma’
con diferencias en morfologia, tamafio del genoma y requerimientos nutricionales®. Las
secuencias 16S rRNA son importantes como marcadores filogenéticos y su uso es
recomendado por el Subcomité taxonémico de Mollicutes®. La alineacién de multiples

secuencias 16S rRNA de la clase Mollicutes indican que M. flocculare, M. hyopneumoniae



y M. hyorhinis forman un subgrupo dentro del filogrupo de fermentadores, el cual es
distinto del filogrupo de M. pneumoniae™.

Se conoce el genoma completo de M. hyopneumoniae cepa J con 897 kb; la cepa 7448 con
920 kb y la cepa 232 con 893 kb (GenBank AEO017243, AE017244 y AAB70214
respectivamente)™™ ' El genoma de M. hyopneumoniae esta compuesto por 28.6 % de
G+C, tiene secuencias que codifican para 304 (44%) supuestas proteinas, 261 (38%)
proteinas hipotéticas conservadas, 127 (18%) proteinas hipotéticas Unicas. EI genoma
contiene un operdn para ARNr 16S-23S, un gen 5S ARNr a 100 kb del 23S ARNr y 30
secuencias codificantes para ARNt™ (0); presenta el gen dnaA y dnaN que codifican para
proteinas implicadas en la replicacion del ADN; genes del sistema secretor,secA, secY,
secD, prsA, dnak, tig (trigger factor) y lepA; proteinas de transporte, SgaA, SgaB, SgaT,
MtlIF, MtIA, NagE y LicA; proteasas relacionadas en el proceso post-traduccional de la
adhesina P97, Map, PepA, PepF, PepP y Gcp; el complejo DnaK-DnaJ-GrpR responsable
de la proteina estructural en M. hyopneumoniae™.

Antigenos de Mycoplasma hyopneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae se relaciona antigénicamente con M. flocculare, M. hyorhinis
y M. hyosynoviae™ **. Las proteinas como la lactado deshidrogenasa de 36 kDa, asi como
los antigenos de 40, 43, 64, 74 y 97 kDa, que pueden ser utilizadas para distinguir
M. hyopneumoniae de M. flocculare y M. hyorhinis ambos pueden estar en lesiones de
neumonia enzootica. Las propiedades antigénicas de varias cepas de M. hyopneumoniae
muestran proteinas inmunodominantes, incluyendo la proteina citosélica P36, ademas de
las proteinas de membrana P46 y P74. Las proteinas P36 y P46 contienen determinantes
antigénicos especificos de especie, altamente conservados en diferentes cepas de
M. hyopneumoniae®> *°,

La proteina P72 de M. hyopneumoniae presenta 70% de homologia con la enzima | del
sistema fosfotransferasa (PTSI), comparado con otras especies de micoplasma. En
diferentes estudios, la expresion de los genes de virulencia son controlados por la via de
represion catabdlica de PTS, por lo que los autores sugieren que la mutante PTSI puede ser

utilizada como una vacuna recombinante para la prevencion de la neumonia enzoética®’.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=AE017243

Las lipoproteinas de la cepa J de M. hyopneumoniae, con masas moleculares de 44, 50 y 65
kDa, han sido identificadas como antigenos de superficie. La P65 contiene un motivo
conservado amino terminal Gly-Asp-Ser-Leu (GDSL) asociado a la familia de enzimas
lipoliticas y es considerada factor de virulencia porque podria reducir la funcion del
surfactante en pulmones neumdnicos, sin embargo, se requiere mayor investigacion sobre
su significancia patogénica y fisiologica in vivo e in vitro. La identificacion de un marco
abierto de lectura (ORF) que codifica para un homologo de transportador de unién al ATP
ABC enseguida del gen p65 sugiere que es parte de un sistema de transporte activo™® *°.

Las lipoproteinas inmunogenicas mhp378 y mhp651, con secuencia de aminodcidos
altamente conservadas en diferentes aislados de M. hyopneumoniae, se expresan durante la
enfermedad y pueden estar involucradas en la patogenicidad®.

La adhesina ciliar P97 ha sido extensivamente caracterizada en M. hyopneumoniae® ?*. Es
una proteina de membrana periférica de 97 kDa (P97) que se une a tres distintos
glicolipidos sulfatados, sobre la membrana de las células ciliadas de la traquea del cerdo®”
2%y ademas se une a dos dominios de heparina (glucosaminoglucano). La adhesina P97 es
proteoliticamente procesada post-traduccionalmente durante el desarrollo in vitro y este
procesamiento es extensivo y cepa-especifico. La mayoria de los productos procesados se
mantienen asociados a superficie celular de M. hyopneumoniae, a pesar de la ausencia de
dominios hidrofébicos u otros motivos que la pudieran anclar a la membrana celular®.
Interacciones proteina-proteina ya sea con otras proteinas de M. hyopneumoniae o0 con
moléculas derivadas del huésped podrian facilitar la localizacion de estos fragmentos
procesados en la superficie celular®. La adhesina P97 se expresa simultaneamente con la
proteina P102. La adhesina P97 se expresa a 37°C en condiciones de baja osmolaridad a un
pH de 6.8 a 7.2 y tiene un punto isoeléctrico calculado de 8.8; se sintetiza como una pre-
proteina de 124.9 kDa de 814 a 887 aminoacidos la cudl es procesada en fragmentos de
22, 28, 66 y 94 kDa. El fragmento de 22 kDa corresponde a la region amino terminal de la
preproteina y funciona como péptido sefial; mientras que los fragmentos de 28 y 66 kDa

derivan del fragmento de 94 kDa. El tamafio de la adhesina madura es de 97 kDa.



Neumonia enzoo6tica porcina

Mycoplasma hyopneumoniae es el agente primario de la neumonia enzoodtica en cerdos,
enfermedad respiratoria cronica, con baja mortalidad y alta morbilidad. EI primer reporte de
su aislamiento en pulmones neumonicos y la reproduccion experimental de la enfermedad
fue realizado por Mare y Switzer (1965) y Goodwin et al. (1965), en EUA e Inglaterra
respectivamente’®. La enfermedad ha ocasionado pérdidas econémicas en la industria
porcina predisponiendo a neumonias bacterianas con diferentes agentes secundarios, como
Pasteurella multocida y Arcanobacterium pyogenes; reduce la conversion alimenticia y
produce un retardo en el crecimiento®. Las condiciones de manejo y alojamiento pueden
determinar la forma de presentacion de la enfermedad y el curso clinico de la infeccion®.
El control y erradicacién de la enfermedad podrian ser mas efectivos con el uso de vacunas
que con la utilizacion de antibidticos; pero la carencia de éstas y la falta de herramientas de
diagnostico dificultan la erradicacion de la enfermedad.

Manifestaciones clinicas

La presentacion de la neumonia enzodtica puede ser aguda, cuando se reintroduce en
piaras de animales libres de patdgenos especificos (S.P.F), o cronica, cuando se presenta en
hatos donde la enfermedad es enzootica. En la forma aguda, los animales de diferentes
edades son afectados, presentando anorexia, fiebre 40.6-41.7 °C, estrés respiratorio y tos,
ocasionando la muerte de algunos adultos y hasta el 50% de los lechones. Los signos
clinicos en la presentacion cronica, se caracterizan por tos cronica, la cual inicia en forma
gradual de pocas semanas a meses, aunque algunos cerdos afectados no la evidencian; sin
embargo se intensifica en la finalizacion del ciclo de produccion, donde se puede observar
animales con retraso en el crecimiento. Los signos pueden ser mas severos cuando la piara
no inmune es afectada. Los sonidos respiratorios se van complicando cuando inicia la
infeccion por agentes secundarios, los animales presentan inapetencia, dificultad para
respirar, tos severa, fiebre, postracion y finalmente la neumonia puede ocasionar la

muerte?” %,



Lesiones

Las lesiones macroscopicas neumdnicas consisten en areas de consolidacion purpuras o
grises, localizadas en la parte ventral del I6bulo apical, cardiaco e intermedio y en la parte
anterior de los lébulos diafragmaéticos, exudado catarral en vias aéreas, linfonodos
mediastinicos y bronquiales aumentados de tamafio?’.

Las lesiones microscépicas tempranas consisten en acumulacién de neutrofilos en ldamina
propia y alrededor de las vias aéreas y alveolos, infiltrado linfocitario en la adventicia de las
arteriolas, vénulas y vias aéreas. En la enfermedad progresiva se incrementa el nimero de
linfocitos perivasculares, peribronquiales y en la lamina propia de las vias aéreas. Los
alvéolos presentan edema eosinofilico y hay un incremento de células mononucleares,
septales y polimorfonucleares. Entre los 15-20 dias se aprecia hiperplasia linfoide alrededor
de las vias aéreas. En lesiones mas avanzadas se aprecia proliferacion linforeticular en areas

perivasculares y peribronquiales, alvéolos colapsados y enfisema alveolar®® %" %,

Epidemiologia

La neumonia enzooltica es transmitida a cerdos susceptibles por contacto directo con
secreciones del tracto respiratorio de animales infectados. La infeccién puede ser
introducida a granjas por aerosoles desde una distancia de 3.2 km?’. La prevalencia de la
enfermedad en cerdos en finalizacion se incrementa debido al largo periodo de incubacion,
el aumento de la densidad animal, la presencia de otros agentes infecciosos como
Actinobacillus pleuropneumoniae, P. multocida tipo A y A. pyogenes, y factores
ambientales después del destete, como manejo inadecuado de los animales, instalaciones
con poca ventilacion, contaminacion con amonio Yy nitritos. En algunas areas, la
enfermedad ha aumentado su complejidad y severidad, por la relacion con el virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV). Las pérdidas econdmicas son
atribuidas a la reducida ganancia de peso y mala eficiencia alimenticia. Se tienen reportes
de una reduccion del crecimiento entre 12.7% y 15.9% que pueden representar de 8 hasta
85 kg en animales que estan en contacto con la enfermedad. Las pérdidas econdmicas se
han estimado de aproximadamente 2.80 USD por cada animal producido®’. La informacion
acerca de la prevalencia de la neumonia enzodtica y las pérdidas econdmicas han sido
basada sobre la evaluacion de las lesiones en pulmones obtenidos en el rastro, por lo tanto

se tiene que tener precaucion con el manejo de la informacion®” %.



Diagnostico

Los métodos seroldgicos utilizados para el diagnostico de la neumonia enzodtica incluyen,
Fijacion del complemento (FC), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA),
inmunotransferencia tipo Western blot e inmunofluoresencia indirecta (IF)*".

Se ha desarrollado un ELISA tipo sandwich, donde se utiliza un anticuerpo monoclonal
(Mab, IgA) vy el antigeno recombinante P46 de M. hyopneumoniae, para la deteccion de
anticuerpos anti-P46 en muestras de suero de cerdos infectados experimentalmente y en
condiciones naturales. En animales experimentales se identifico una seropositividad similar
para FC y ELISA (anti-P46), mientras que en muestras de animales de campo, de 2-6 meses
de edad de estos al momento de la matanza, se aprecio un incremento del 80% en la
seropositividad por ELISA; mientras que en la FC se detectaron reacciones no
especificas®.

Se han utilizado ademas ensayos de ELISA indirecta comerciales y ELISA tipo sandwich
(Mab para la proteina de 74 kDa de M. hyopneumoniae) con 100% de sensibilidad y
especificidad?.

La inmunotransferencia tipo Western blot se puede utilizar como prueba confirmatoria para
la presencia de anticuerpos anti-M. hyopneumoniae en suero porcino, cuando se obtengan
falsos positivos en las pruebas de ELISA comercial basadas en antigenos completos, ya que
puede existir reactividad cruzada con otras especies de micoplasma debida a los antigenos
de 70 y 30 kDa”.

La produccidén y caracterizacién de Mab especificos anti-P46 and anti-P65 permiten la
deteccion efectiva por IF indirecta e inmunoperoxidasa indirecta de M. hyopneumoniae en
secciones de pulmon fijados en formalina y congelados respectivamente de cerdos de 6-7
semanas®.

Debido a que M. hyopneumoniae es dificil de aislar y de identificar, el diagndstico por
cultivo no es factible, ni practico; por lo que se han desarrollado técnicas moleculares que
facilitan su deteccion. Se desarrollé una PCR, que amplifica un fragmento de 853 pb del
gen MHJ0212 de la supuesta proteina del sistema de transportador ABC"*? (Apéndice I11).
Se recomienda el lavado broncoalveolar, para colectar muestras del tracto respiratorio
inferior de los cerdos para la deteccion de M. hyopneumoniae in vivo. Se desarrollé una

PCR simple y una PCR multiplex de los genes p36 y p46 que codifican para una proteina
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citosolica con actividad de lactato deshidrogenasa de 36 kD y una proteina de membrana de
46 kD respectivamente, ambos ensayos se aplicaron sobre muestras de pulmodn, hisopos
nasales y lavados bronqueoalveolares (15); también se disefio una RT-PCR anidada del gen
mhprRNA-16S (RNA ribosomal 16S)* ** (Apéndice 111); asi como, una RT-PCR del gen
prl que codifica a la supuesta proteina transportadora ABC de M. hyopneumoniae las dos
técnicas fueron probadas en muestras de pulmén obtenidos de rastro®, las cuales tienen

elevada sensibilidad (0.5-1 fg de ADN) y especificidad para M. hyopneumoniae.

Tratamiento

La enfermedad por M. hyopneumoniae puede ser controlada con la administracion de
antibidticos, que tienen la ventaja de poder aplicarse por diferentes vias y reducir
infecciones causadas por otros patdégenos bacterianos respiratorios.

La combinacion de tiamulina-clortetraciclina-valnemulina reducen la severidad de los
signos clinicos de la neumonia enzodtica®. La tilosina, un macrélido eficaz, distribuido en
los tejidos y fluidos corporales, inhibe la sintesis de proteinas bacterianas por la union
reversible al rRNA 23S en la subunidad 50S del ribosoma bacteriano®’. Estos
quimioterapéuticos pueden ser administrados en el alimento.

Las fluoroquinolonas, principalmente marbofloxacina y enrofloxacina se utilizan para el
tratamiento de neumonia enzootica, acttan sobre las enzimas de transcripcion, ADN girasa
y topoisomerasa IV bacterianas. Sin embargo, se ha observado resistencia al

quimioterapéutico, debido a mutaciones en el gen parCE y gyrAB®,

Profilaxis

La vacunacion es una alternativa econdémica y segura para controlar la enfermedad, y asi
aumentar la eficacia y la habilidad de incrementar la productividad, principalmente en la
ganancia diaria de peso; existen bacterinas comerciales que utilizan concentrados de células
de M. hyopneumoniae inactivadas® *°. Sin embargo, no protegen completamente a los
cerdos de la infeccién por M. hyopneumoniae y otros patégenos secundarios ** **. Debido a

la complejidad del cultivo in vitro de M. hyopneumoniae, el costo de produccién de

¢ Diluvac Forte®; Intervet International.
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bacterinas a partir del microorganismo completo es elevado, por lo que justifica la
busqueda de vacunas subunitarias.

La adhesina P97 es el antigeno mejor estudiado de M. hyopneumoniae, que puede generar
proteccion evitando su adherencia a las células ciliadas del tracto respiratorio porcino®.

Se han elaborado quimeras recombinantes con la region repetitiva R1 de la adhesina P97 de
M. hyopneumoniae, unida al dominio de la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa
PE(AIII), el cual es utilizado como un bio-adyuvante no téxico. La respuesta inmune en
ratones y en cerdos a la region repetitiva R1 unida a PE(AIII) fue superior, comparada con
las células completas de M. hyopneumoniae, segun los resultados de la técnica de ELISA e
inmunotrasnferencia tipo Western blot**. En un modelo de ratén se evalué la respuesta
inmune mediada por células, humoral y secretoria, con una vacuna oral de
Salmonella typhimurium aroA, expresando la region R1 de la adhesina de P97; la cual
induce una respuesta Thl especifica para R1, pero no genera anticuerpos IgA en la
mucosa*?. Por otro lado, se evalu6 en ratones una vacuna recombinante que expresa la
region repetitiva R1 de la adhesina P97, unida a la subunidad B de la enterotoxina termo-
labil, no toxica, de Escherichia coli (rLTBR1). Se logré una mayor produccion de IgA anti-
R1 en trdquea y bronquios; asi como anticuerpos sistémicos anti-R1 e inmunidad celular
comparando con bacterinas comerciales inactivadas de células completas de
M. hyopneumoniae. Sin embargo, se requiere de estudios en cerdos para evaluar la

respuesta inmune a rLTBR1*%.

Cultivo in vitro M. hyopneumoniae

El aislamiento de M. hyopneumoniae es complicado, por sus exigencias nutricionales y
debido a la frecuente presencia de M. hyorhinis en el tracto respiratorio. EI medio de
cultivo utilizado para su desarrollo fue descrito por Friis*. En cultivos liquidos primarios
M. hyopneumoniae tiene un desarrollo lento, produciendo una ligera turbidez y la
acidificacion del medio despueés de 3 a 30 dias de incubacion.

Para el cultivo de M. hyopneumoniae se necesitan varios subcultivos antes de inocular el
medio solido, el cual se incuba en una atmoésfera de 5-10% de CO,, a 37 °C. En el medio

solido se pueden observar colonias en 2 a 3 dias, que incrementan su tamarfio a 0.25 0 1
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mm de didmetro aproximadamente a los 10 dias. A diferencia de otros micoplasmas no
producen las tipicas colonias en forma de “huevo frito” y su desarrollo es irregular®.

La identificacién bioguimica de los aislados, se realiza determinando dependencia de
esteroles mediante la presencia de zonas de inhibicion del desarrollo alrededor de discos de
papel filtro impregnados con digitonina en un medio sélido, (para la diferenciacion entre
Acholeplasma y Mycoplasma)*, reduccién de tetrazolio® y/o fermentacion de la glucosa®.
Se puede hacer la identificacion de los aislados mediante inhibicion del crecimiento sobre
medio sélido utilizando anticuerpos especificos, aunque se han detectado diferencias
antigénicas entre aislados de M. hyopneumoniae. Una alternativa para la identificacion es el
analisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) utilizando
las enzimas de restriccion Vsp I, Cla | 'y Hind 111 **#°.

En las muestras clinicas existen diferentes microorganismos que interfieren con el
desarrollo de M. hyopneumoniae, por lo que se requiere adicionar inhibidores al medio de
cultivo como: bacitracina, meticilina, acetato de talio o penicilina procainica, para lograr su
aislamiento®. De manera similar, los cultivos celulares y medios bacteriolégicos se pueden
contaminar con M. hyorhinis, de rapido desarrollo; procedente del suero o tripsina de

cerdo.

Mecanismos de patogenicidad

La variacion en la virulencia entre diferentes aislados de M. hyopneumoniae ha sido
caracterizada en modelos experimentales de infeccion por el anélisis del ADN polimorfico
amplificado al azar (RAPD)*'.

Se desarrollo un ensayo para detectar las regiones repetitivas de nimero variable (VNTR),
en M. hyonpeumioniae para diagnostico de NE y la tipificacion de cepas circulantes. En
este estudio se encontrd que el genoma de M. hyopneumoniae contiene al menos 22 VNTR
que corresponden a 12 genes y codifican para proteinas que pueden afectar su estructura,
producir variaciones antigénicas y por lo tanto tener implicaciones en la patogenicidad e
interaccion con el sistema inmune del huésped®’.

Mycoplasma hyopneumoniae inicia la colonizacion de la superficie epitelial por medio de
adhesinas. La adherencia y multiplicacion del microorganismo induce la pérdida de cilios y

la reduccion de la actividad ciliar de traquea, bronquios y bronquiolos. La primera defensa
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de este tejido incluye mecanismos inespecificos, tales como la produccion de moco y el
movimiento de los cilios. Adicionalmente, esta el sistema inmune mucosal, que se
caracteriza por la produccion de la inmunoglobulina secretoria tipo A (IgA)*%. La adhesina
ciliar P97 ha sido extensivamente caracterizada en M. hyopneumoniae® #. La adhesina
tiene relacion con la patogénesis y con la probable evasion de la respuesta inmune del
huésped*®. Por otra parte, el gen p159 (mhp494) codifica para P159 que es un proteina de
superficie que también es proteoliticamente procesada post-traduccionalmente, generando
un complejo patrén de fragmentos que residen en la superficie de M. hyopneumoniae y se
unen a heparina, de manera similar que P97. La heparina bloquea la adherencia de
M. hyopneumoniae a células PK15, lo que sugiere que utiliza diferentes medios para unirse
a las células eucariontes™. El gen p159 (apéndice IIl) se localiza en el genoma de
M. hyopneumoniae adyacente al paralogo de p97 identificado como p216 (mhp493)*. El
gen p97 se encuentra en un operdn que incluye un segundo gen, que codifica para una
proteina de 102 kDa designada como P102; ambos se expresan durante la enfermedad. El
analisis en Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) de p97 y p102, revela varios genes
homélogos para ambos genes que podrian representar una fusion de los genes™. La P97
tiene dos regiones repetitivas, la R1 y la R2, que codifican para los aminoacidos
AITKPE/VAIT y  GAJ/E/SITPN/SQG/QK/N/SK/T/PAITE/KITIS  respectivamente
(Apeéndice V). Ambas varian en secuencia y en el nimero de repeticiones (R1: 4-17 y R2:
3-6) en diferentes cepas. La adherencia de M. hyopneumoniae a las células ciliadas del
cerdo es mediada por la region repetitiva R1, la cual es reconocida por el anticuerpo
monoclonal F1B6 que bloquea su adherencia in vitro, evidenciando su importancia en la
patogénesis de la enfermedad® > %% %3,

Existe polimorfismo entre diferentes cepas de M. hyopneumoniae a nivel de R1 y R2 en
p97 reportados en GenBank, por lo que sospechamos que habrd diferencias entre los
nacionales. En el presente estudio se analizo la secuencia de p97 a nivel de R1 y R2 en
diferentes M. hyopneumoniae de México, y se compard con las secuencias publicadas en

GenBank y se determinaron sus relaciones filogenéticas.
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Hipétesis: Existen diferencias en las secuencias de las regiones repetitivas R1 y R2 de p97

de Mycoplasma hyopneumoniae entre aislados mexicanos y los reportados en GenBank.

Objetivo: Determinar si existen diferencias en las secuencias de R1 y R2 de p97 de

Mycoplasma hyopneumoniae entre aislados mexicanos y los reportados en GenBank.

Objetivos particulares:
1. Identificar las bacterias asociadas a la lesion pulmonar.
2. Aislar Mycoplasma hyopneumoniae de muestras de pulmones con lesiones
sugerentes a neumonia enzootica.
3. Amplificar por la PCR el fragmento del gen p97 que incluye las regiones R1 y R2.
4. Secuenciar el fragmento R1 y R2 de p97 de Mycoplasma hyopneumoniae.
5. Analizar las secuencias comparando con las publicadas en GenBank.
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Material y métodos

Muestras

Se recolectaron un total de 384 muestras de pulmén de cerdo con lesiones sugerentes a
neumonia enzéotica provenientes de los estados de Jalisco, Veracruz, Puebla, Hidalgo y
Michoacan; en los rastros “Abastos Cuautitlain TIF”, “Municipal Naucalpan”, “Municipal
de Tlalnepantla” y “Rastro Santa Clara TIF”, del municipio de Ecatepec, Estado de México.
Con el fin de aumentar la probabilidad de obtener diferentes M. hyopneumoniae, se
tomaron aproximadamente 15 pulmones durante 25 muestreos realizados del 25 de agosto
del 2006 al 2 de noviembre de 2007.

Medio para aislar M. hyopneumoniae

El aislamiento primario se realiz6 en medio liquido de Friis modificado*, utilizando 500
ml de solucién balanceada de Hank® con 0.175 g de bicarbonato de sodio, 750 ml de agua
destilada, 8.2 g de caldo infusion cerebro corazon (BHI)®, 8.7 g de caldo PPLO
(pleuropneumoniae like organims)", rojo de fenol 0.01g por cada litro de solucién de Hank;
ajustando el pH a 7.4 y esterilizado por autoclave a 121°C/15 Ib/15 min. Posteriormente, se
adicionaron cantidades iguales de suero de porcino® y de equino” inactivados a 60°C en una
concentracion final del 20%, 60 ml de extracto de levadura fresca (pH 7.4) y penicilina
procainica 800, 000 Ul por cada litro de medio de cultivo. EI medio fue esterilizado por
filtracion ' (membranas de 0.22 pm). Finalmente, se colocaron 3 ml del medio liquido en
tubos de 13X100 mm estériles.

El medio sélido de Friis se elabord con las misma condiciones del medio liquido,
adicionando 0.9 % de agarosa, del cual se vaciaron 30 ml en cajas de Petri de 90 mm de

didmetro estériles.

4 SIGMA Aldrich.
¢ Difco™.
fDifco™.

9 HyClone®.

" SIGMA Aldrich.
'MILLIPORE.
JONBIO.
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Procesamiento de la muestra para el aislamiento bacteriano

La superficie del tejido pulmonar de las 384 muestras, se esterilizo con espatula caliente a
la flama, tomando 1 cm® de muestra que fue inoculada en un cuarto de la caja de agar
sangre (AS), para aislamiento en cultivo puro, cruzando una estria en cada cuadrante de S.
aureus productor de B- toxina para microorganismos que puedan ser dependientes de
NAD. Los cultivos se incubaron a 37°C con 5-10% de CO,, durante 24-48 h. La
identificacion se realiz6 por pruebas bioquimicas para los diferentes microorganismos
aislados en todas las muestras.

Con el fin de aislar M. hyopneumoniae, se utilizaron todas las muestras que resultaron
positivas por PCR al fragmento de mhp271, para su proceso (Cuadros 1y 2). El tejido se
homogenizo utilizando medio liquido de Friis para aislamiento de M. hyopneumoniae y se
filtro a traves de 0.45um. Se realizaron 4 diluciones décuples seriadas de la muestra de
tejido pulmonar previamente homogenizado en el medio liquido de Friis con un volumen
inicial de 3 mly se incubaron a 37 °C durante 9 dias.

Cuando se observd cambio de coloracion posterior a los 9 dias se resembro en medio sélido
de Friis incubandolo a 37 °C con 5% CO, durante 9 dias mé&s y evaluando las cajas con un
microscopio estereoscopico para la basqueda de las colonias caracteristicas.

Extraccion de ADN

De 1 ml del tejido pulmonar previamente homogenizado y suspendido en medio liquido de
Friis, de cerdos sospechosos a M. hyopneumoniae, se extrajo ADN por la técnica de
Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)/fenol'/cloroformo™ ** (Apéndice 1). EI ADN se

cuantificé mediante espectrofotometria ".

Iniciadores
Se disefiaron iniciadores a partir del gen p97 (GenBank) de manera que incluyeran las dos
regiones repetitivas R1 y R2: MhpRR1-F y MhpRR2-R degenerado, que amplifican un

fragmento de aproximadamente 800 pb. Se disefiaron los iniciadores MhpF y MhpR,

kK SIGMA Aldrich
' SIGMA Aldrich
™ SIGMA Aldrich
" Pharmacia Ultrospec 3000 Spectrophotometer.
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basados en la secuencia del gen mhp271 que amplifican un fragmento de 760 pb y los
iniciadores descritos por Caron Mhyor37F y Mhyor37R basados en la secuencia del gen
p37 para M. hyorhinis que amplifican un fragmento de 347 pb **(15) (Cuadro 1).

Los iniciadores utilizados fueron comparados con las diferentes secuencias a partir del gen
p97 (GenBank, apéndice Il y V) con el programa ClustalW version 1.82 del European
Molecular Biology Laboratory-European  Bioinformatic  Institute (EMBL-EBI,

www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html) y se analizaron en BLAST del Nacional Center

for Biotecnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para identificar

posible homologia con otras secuencias del GenBank.

Cuadro 1.- Iniciadores

mhp271 MhpF 5 GTCTAACTGTCGGACTTAGCA3 MhpR 5 GCCTGT GATTTGCGAAGACTA 3
P97 MhpRR1-F 5"ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATS3’ MhpRR2-R 5" TACCTAAG/TTCAGGAAGGTAATTAG 3’
P37 Mhyor37F 5" GTAGTCAAGCAAGAGGATGT3’ Mhyor37R 5"GCTGGAGTTATTATACCAGGA 3’

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El ADN genomico de M. hyopneumoniae de la cepa J proporcionada amablemente por el
Dr. Hugh Cai, de la Universidad de Guelph, Canada, fue utilizado como control positivo
para amplificar los genes mhp271 y el de la adhesina P97 como y el ADN de M. hyorhinis
cepa de campo aislada en el laboratorio de Inmunologia Molecular de la UNAM, como
control negativo. Se utiliz6 ADN genomico de muestras de tejido pulmonar para la
amplificacion de fragmentos de los genes mhp271 y de la adhesina P97 de M.
hyopneumoniae.

Inicialmente, se realiz6 la amplificacién del gen mhp271 de M. hyopneumoniae, las
muestras que resultaron positivas, fueron procesadas para amplificacion del gen p97
(Cuadro 2).

La reaccion de amplificacion para cada programa de la PCR se desarrollé en un
termociclador Eppendorf® modelo Mastercycler gradient, en un volumen de 20 pl, con 2 pl
de solucién amortiguadora 10X (20mM Tris-HCL pH 8.3, 50 mM de KCI), 1.5 mM MgCls,
0.2 mM de cada dNTP, 0.3 uM de cada iniciador, 0.25 unidades de Taq ADN polimerasa® y

concentraciones < 200 ng de ADN. Las condiciones de la PCR se resumen en el Cuadro 2.

° Roche.
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Cuadro 2.- Condiciones de la PCR

Desnaturalizacion
Programa Inicial Ciclos | Desnaturalizacién Alineamiento Extension Extension final
mhp271 94°C x 2 min 35 94°C x 30 seg 55°C x 30 seg 72°C x 1 min 72°C X 4 min
p97 94°C x 10min 35 94°C x 1 min 53°C x 1 min 72°C x 1 min 30 seg 72°C X 7 min
p37 94°C x 4 min 30 94°C x 1 min 50°C x 1 min 72°C x 1 min 30 seg 72°C x 10 min

Los productos de la PCR (760 pb para mhp271, 800 pb para p97 de M. hyopneumoniae y
347 pb para p37 de M. hyorhinis) fueron evaluados por electroforesis a 100 volts, por 45
min, en geles de agarosa al 1% (peso/vol. en TAE 1X) (Apéndice 1), tefiidos con bromuro
de etidio (10mg/ml), utilizando el marcador de peso molecular 1 kb ladder P y observados
en un transiluminador de luz UVY y finalmente fotodocumentados en un procesador de

imagenes'.

Secuenciacion

El fragmento del gen p97 fue amplificado por la PCR y el producto se purificd en un
sistema comercial® y se secuencid en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM'. La
secuenciacion se realizé de manera automatica utilizando el sistema ABI.

Las secuencias obtenidas con los iniciadores para el fragmento de p97, se analizaron con el
programa Sequencher® (version 4.5), evaluando los cromatogramas. Las secuencias de R1
y R2 de p97 fueron comparadas con las reportadas en GenBank y alineadas con el
programa de Clustalw version 1.82 del EMBL-EBI
(www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html) y BLAST del NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

Con la finalidad de obtener secuencias diferentes de R1 y R2 de p97, se secuenciaron un

maximo de dos muestras positivas provenientes del mismo lote de pulmones de cerdos.

Analisis de las secuencias de ADN y aminoacidos

P Invitrogen.

9 DyNA Light Dual Intensity (80 / 100%) UV Transilluminator, Labnet

" KODAK Gel Logic 200 Imaging System

* QlAquick, QlAgen.

! Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Av. Universidad 2001, Cuernavaca, Morelos, México
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Las secuencias de nucledtidos de p97 de diferentes cepas de M. hyopneumoniae se

obtuvieron del GenBank del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/index.htlm)

(Apendice I11). Con la finalidad de encontrar las secuencias similares se utiliz6 BLAST del

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/); estas secuencias junto con las secuencias

mexicanas obtenidas en este estudio, fueron alineadas, analizadas y utilizadas para construir
arboles filogenéticos por el método de unién de vecinos con el programa ClustalW version

1.82 del EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html). Se utiliz6 el programa

DNA to Protein Translation para obtener la secuencia de aminoécidos
(bio.lundberg.gu.se/edu/translat.html).
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Resultados

El desarrollo de M. hyopneumoniae” de la cepa J de referencia, en medio liquido de Friis
fue de 4 dias, observandose un cambio en la coloracion. En medio solido se observaron
colonias en un promedio de 7 dias post-inoculacion. De las muestras de pulmon de cerdo,
se identificaron diferentes microorganismos por aislamiento en cultivo puro en AS vy
pruebas bioquimicas complementarias. Se detecto por la PCR M. hyorhinis y
M. hyopneumoniae (Cuadro 3). Las muestras positivas por la PCR a M. hyopneumoniae, se
inocularon en medio liquido de Friis para su aislamiento. Aunque se observo cambio de

color en el medio liquido, no se logro el aislamiento en medio sélido.

Cuadro 3.- Identificacion de Microorganismos en Pulmén

Aislamiento PCR %

M. hyopneumoniae - 28 16.1
M. hyorhinis 4 4 2.3

P. multocida tipo A 71 - 40.8
Pausterella 12 - 6.9

A. pyogenes 90 - 51.7

E. coli 30 - 17.2

S. aureus 30 - 17.2
Moraxella 30 - 17.2
Staphylococcus 72 - 41.4
Muestras positivas 174 45.3

Muestras negativas 210 54.7
Total de muestras 384 100

Amplificacion del fragmento del gen p97 de Mycoplasma hyopneumoniae por la PCR
Se obtuvieron 6 fragmentos diferentes correspondientes a las regiones de R1 y R2 de p97
de las muestras 1P97, 79P97, 174P97, 176P97, 185P97, 292P97 con pesos moleculares de
643 pb, 643 pb, 724 pb, 724 pb, 719 pb, 768 pb respectivamente (Apéndice Il1).

Secuenciacion

Las secuencias de nucle6tidos de los fragmentos de p97 de M. hyopneumoniae mexicanos
se muestran en el Apéndice V. En la Figura 1 se aprecian la secuencias de aminoacidos de
R1 de la adhesina P97 de M. hyopneumoniae, 20 reportadas en GenBank, y 6 secuencias
mexicanas obtenidas en este estudio. EI nimero de repeticiones varia de 4 a 17, siendo la
variante mas frecuente AKPVA seguida de AKPEA (147 y 139 respectivamente), ambas
estan en todas las cepas; y las menos frecuentes (una vez) AKNKP, VKPVA 'y AKLVA.

“ Universidad de Guelph, Canada
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Figura 1.- Secuencia de aminoacidos R1 de M. hyopneumoniae (GenBank)* y secuencias mexicanas **. *J M.Ap = cepa J de referencia

(Canada); Letras en verde= secuencias que flanquean a R2; variantes = secuencia de aminoacidos en colores; SHUCHRCDEHCIONeS = 1-17
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AKPEA
AKPEA
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AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
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AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA

2
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA

KPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA

AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKPVA
AKLVA
AKLVA

3
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPET
AKPET
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPVA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA

AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
AKPEA
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10 11 12 13 14 15 16 17
AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA AKPVA AKPEA AKPVA TNTGFSL
AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA AKPVA AKPEA AKPVA TNTGFSL
AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA AKPVA AKPEA AKPVA TNTGFSL
AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA AKPVA AKPEA AKPVA TNTGFSL
AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA AKPVA AKPEA AKPVA TNTGFSL
AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA AKPVA AKPEA AKPVA TNTGFSL
AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPEA AKPVA TNTNTNT
AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA ----- =----- TNTGFSL
AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA AKPEA AKPVA ----- -—---- TNTGFSL
AKPEA AKPVA AKPVA =—---=  =-=-=  —omom —omm oo TNTNTGF
AKPVA AKPEA AKPVA =----= ==-==  —ooom —omom oo TNTGFSL
AKPVA AKPVA =—---= —m=-= mmmomoomemoemn oo TNTNTNT
AKPVA —-===  —mommmmmmeomeomommem oemn eee TNTNTNT
———————————————————————————————————————— TNTNTNT
---------------------------------------- PSQKRQN
———————————————————————————————————————— TNTNTNT
———————————————————————————————————————— TNTNTNT
---------------------------------------- TNTGFSL
———————————————————————————————————————— KEDYFPM
———————————————————————————————————————— TNTNTNT
———————————————————————————————————————— TNTNTNT
AKPEA AKPVA =---== =====  —ocom momom oo oo TNTNTNT
AKPEA AKPVA =—---= —---o cmoom ommem oemm oo TNTNTNT
AKPVA —-===  —mommmmmmeomeomommem oemn eee TNTNTNT
AKPVA —====  =mmm= smmmmmmmem momem oo oo TNTNTNT
---------------------------------------- TNTNTNT
———————————————————————————————————————— TNTNTNT



Considerando las nuevas variantes en secuencia de aminoécidos en R1 de P97 en los M.
hyopneumoniae mexicanos 1P97 y 79P97, la secuencia conocida A/TKPE/VA/T cambia a
A/TKP/LE/VAIT (Figura 1, Apéndice I1). Sin embargo, debido a que en el GenBank se
encontrd la variante AKINKP en la cepa IAFDM9827, no reportada adn en la literatura, la
secuencia de aminoacidos de R1 es A/ITKP/L/NE/NV/KAIT/P (Apéndice Il1). En la Figura

2 se aprecian las diferentes variantes de aminoacidos de R1.

AKPVA | *AKPEA

KPVA | AKLVA
AKPVG | TKPVA
AKPET | *AKNKP

Figura 2.- Variantes R1 reportadas GenBank,* IAFDM9827 y *cepa mexicana

En la Figura 3 se aprecian las secuencias de aminoécidos de R2 de la adhesina P97 de M.
hyopneumoniae 20 reportadas en GenBank y 6 secuencias mexicanas obtenidas en este
estudio (Apéndice II1). EI nimero de repeticiones varia de 3 a 6, siendo mas frecuente la
variante GAPNQGKKAE 3, que se encuentra en 22 de las 26 secuencias analizadas;
seguida de GTPNQGKKAE que estd presente en 14 y las menos frecuentes (una vez)
fueron GAPNQGKKSE y GT-NQQSPTS.
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Figura 3.- Secuencia de aminoacidos R2 de M. hyopneumoniae (GenBank)** y secuencias mexicanas**. *J M.hp = cepa J de referencia
(Canadd); Letras en verde= secuencias que flanquean a R2; variantes = secuencia de aminoacidos en colores; No. de repeticiones = 1-6
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Considerando la nueva variante en secuencia de aminoacidos de R2 de P97 en el
M. hyopneumoniae 292P97, la
de R2 GA/E/SITPN/SQG/QK/N/SKI/T/PAITE/IKITIS cambia a
GA/E/SITPN/SQG/QK/N/SK/T/PAITISE/IK/TIS (Figura 3 y Apéndice I11). En la Figura 4
se aprecian las secuencias de aminoacidos de las variantes de R2 representadas por

mexicano secuencia conocida

diferente color.

GAPNQGKKAE | GSPNQGKKAE | GTPNQGKKAE | *GAPNQGKKSE
GAPSQGKKAE | GS NQGKKAE | GTONQGKKGE | GS NQGKKGE
GS NQGKKSE | GAPSQONTT GAPSQQSPT GTPNQQSPTS
GA NQQSTT GT_NQQSPTS GTNQONTT

Figura 4.- Variantes de R2 (GenBank) y *variante de R2 mexicana

Variantes de la secuencia de nucleétidos R1ly R2

Se observaron 26 variantes de la secuencia de nucleétidos de R1y 31 de R2, considerando
las cepas en GenBank y las nuevas secuencias mexicanas (Figuras 5, 6, 7, 8 y 9 presentes
en el Apendice V' y VI).

En la Figura 10 se compara la secuencia de nucleétidos de R1 y R2 de M. hyopneumoniae
mexicanos con la cepa J de referencia (ClustalW). En la alineacidon se aprecian regiones
discontinuas debidas a un menor nimero de repeticiones R1 o R2 que explican las
diferencias en el tamafio en las secuencias variando de 643 a 768 pb mientras que las
reportadas en GenBank varian de 643 a 829 pb (Apéndice VII).
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Figura 10.- Alineacion de las secuencia de nucleétidos de la adhesina P97de R1 y R2 de M. hyopneumoniae mexicanos, comparada con la
cepa J de referencia (Clustalw). Cepa J (Universidad de Guelph, Canada) = 3p9ZMhg; *= nucleétidos idénticos; --- = regiones
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———-TTCGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATATTACCT
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TTTCTCAGTAT-CATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCT
-TTCTCAGTAT-CATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCT
—-—-CTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCT
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ATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCAT
ATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCAT
ATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCAT
ATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCAT
ATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCAT
ATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCAT
ATAAACCAAACGAAGACTATTTGCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAAGATACTGACGAATATAAATTAAGCCTACCAACACCGGATGTTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCAT
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Figura 10.- Continta

CAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCA
CAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCA
CAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCCA
CAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCA
CAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCA
CAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCA
CAGAGCGAGTATGAAGACCTAATAATGGTACTGGATCTAGCTGAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGACCAATATCATAAACTTAGCCT
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En la Figura 11, el filograma (ClustalW), muestra las relaciones y distancias genéticas entre
las secuencias de nucleotidos del fragmento amino-terminal de la adhesina P97 que incluye
las regiones R1 y R2 de las cepas en GenBank, y los M. hyopneumoniae mexicanos. En el
filograma se observan tres grupos principales: el primero estd conformado por un grupo
compacto que incluye a los aislados 292P97 y 185P97 de México; Mhpl de EUA; IAF-
464-01 de Canada; y J Mhp y ATCC25934 de Brasil. EI segundo también es un grupo
compacto e incluye las secuencias 232 y U50901 de EUA; y 1P97 y 79P97 de México. El
tercer grupo muestra mayor divergencia y esta constituido por dos subgrupos. El primer
subgrupo incluye las secuencias 7448 de Brasil; R659 de China; y 01-17577, |IAF-2355-B-
0, 01-18285, IAF-2186-0, IAF-669-00, 01-1770, IAF-DM9827 de Canada. El segundo
subgrupo estad representado por las secuencias F19 de China; AY957500 de Australia;
20735-2, 20868-B y 40689-2 de Canada; y 176P97 y 174P97 de México.
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Figura 11.-Filograma (ClustalW), de la secuencia de nuclettidos del fragmento amino-
terminal de la adhesina P97 (R1 y R2) Las distancias genéticas estan representadas por la
longitud de los brazos y las relaciones entre las secuencias por el agrupamiento de las

mismas.

Secuencias de las cepas obtenidas de GenBank y *= secuencias mexicanas
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En la Figura 12 se muestra el filograma de R1 a partir de las secuencias de nucleotidos de
las variantes reportadas en GenBank y de las secuencias mexicanas (ClustalW). Se observé
que las secuencias AKPVA y AKPEA tienen una mayor frecuencia; lo cual sugiere que
una de estas dos podria ser la secuencia ancestral, el filograma sugiere que AKPEA es la
mas antigua. Mientras que analizando por medio de un filograma (ClustalW) las secuencias
de nucleédtidos de AKPVA y AKPEA exclusivamente, encontramos que ambas aparentan
ser igual de antiguas. Sin embargo, AKPVA muestra una menor variacion en sus
secuencias de nucledtidos comparado con las de AKPEA, lo cual sugiere que AKPVA
evoluciond paulatinamente de GCTAAACCAGTAGCA: esto podria indicar que AKPVA
es la secuencia mas antigua y que dio origen a AKPEA vy al resto de las variantes

encontradas hasta ahora (Figura 13).
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Figura 12.- Filograma de la secuencia de nucleétidos de las variantes de Rl (ClustalW).
Cada color representa una variante, las secuencias de aminoacidos correspondientes se

muestran del lado derecho.
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Figura 13.- Filograma de la secuencia de nucleétidos de las variantes AKPVA y AKPEA
de RI (Clustalw). Cada color representa una variante, las secuencias de aminoacidos

correspondientes se muestran en la parte superior.

En la Figura 14 se muestra la evolucion las variantes de R1 siguiendo la hipotesis de que
AKPVA es la secuencia raiz de R1, encontrando que AKPEA, KPVA, AKLVA,
AKPVG y TKPVA solo difieren en un aminoacido, mientras que AKPET difiere en dos y
AKNKP difiere en tres. Esto sugiere que AKPEA, 'KPVA, AKLVA, AKPVG vy
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TKPVA evolucionaron directamente de AKPVA; mientras que AKPET evoluciond de
AKPEA, y finalmente, que AKNKP podria haber evolucionado de AKPET, AKPVG o
AKLVA.

Figura 14. Evolucién de R1 a partir de AKPVA. Cada variante de R1 difiere de la
adyacente s6lo en un aminoacido, excepto AK\'KP. El cambio de aminoacido se sefiala en

color.

En la Figura 15 se aprecia el filograma, a partir de las secuencias de nucleétidos de las
variantes de R2 reportadas en GenBank y de los aislados mexicanos (ClustalW). La variante
mas frecuente fue GAPNQGKKAE, lo que sugiere que es la secuencia ancestral, seguida
de GTPNQGKKAE. El analisis del filograma de las dos secuencias méas frecuentes de R2
(ClustalW), sugiere que GAPNQGKKAE es la secuencia ancestral (Figura 16)
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Figura 15.- Filograma de la secuencia nucledtidos de las repeticiones de R2 (ClustalW).
Cada color representa una variante, los aminoacidos correspondientes se muestran del lado

derecho.
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Figura 16.- Filograma por de la secuencia de nucledtidos de las variantes GAPNQGKKAE
y GTPNQGKKAE de R2 (ClustalW). Cada color representa una variante, los aminoacidos

correspondientes se muestran del lado derecho.
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En la Figura 17 se muestra el filograma las secuencias de nucleétidos de GAPNQGKKAE
(ClustalWw), el cual, sugiere que es

la secuencia mas antigua y que dio origen al resto de las variantes encontradas hasta ahora.

Figura 17.- Filograma de las secuencias codificantes de la variante GAPNQGKKAE de
R2 (Clustalw)

Se compararon las variantes de R2 siguiendo la hipdtesis de que GAPNQGKKAE es la
secuencia raiz de R2, encontrando que GSPNQGKKAE, GTPNQGKKAE,
GAPNQGKKSE y GAPSQGKKAE soélo difieren en un aminoacido, mientras que
GS-NQGKKAE difiere en dos; GTQNQGKKGE, GS:"NQGKKGE, y GS:NQGKKSE
difieren en tres; GAPSQONTTT y GAPSQQSPTT difieren en seis; GTPNQQSPTS y
GA-NQQSTTT difieren en siete; GT-NQQSPTSy GT-NQQNT T difieren en ocho.

Esto sugiere que GSPNQGKKAE, GTPNQGKKAE, GAPNQGKKSE vy
GAPSQGKKAE derivaron directamente de GAPNQGKKAE; mientras que
GS- NQGKKAE evolucion6 a travées de GSPNQGKKAE; GS NQGKKGE vy

36



GS-NQGKKSE evolucionaron a través de GS-NQGKKAE. Cabe hacer notar que tanto
GS NQGKKGE y GS:NQGKKSE como GSPNQGKKAE y GTPNQGKKAE sélo
difieren en un aminoacido en la misma posicion, por lo que la posibilidad de que se hayan
derivado una de otra no se descarta. El resto de las variantes difieren en mas de un
aminoacido de su secuencia adyacente, por lo que su origen es menos claro, de cualquier

manera, se indica la ruta evolutiva mas probable (Figura 18).

Figura 18.- Evolucion de R2 a partir de GAPNQGKKAE. Cada variante de R2 difiere de

la raiz en los aminoacidos marcados con diferente color.
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Discusion

Las adhesinas de algunos micoplasmas han sido caracterizadas como P1 de M.
pneumoniae; MgPa de M. genitalium; GapA de M. gallisepticum; P40 de M. agalactiae y
P97 de M. hyopneumoniae. Existen diferencias en el mecanismo empleado para la adhesion
de los micoplasmas, asi como en las proteinas involucradas®. La adhesina ciliar P97 de M.
hyopneumoniae, se une a los glicolipidos sulfatados de las células ciliadas, permitiendo a la
bacteria iniciar la colonizacion en el huésped y posteriormente la pérdida de cilios en el
epitelio de la trdquea, bronquios y bronquiolos; predisponiendo a infecciones secundarias.
Similarmente, la proteina P159 que reside en la superficie del micoplasma, se une a
heparina al igual que P97, por lo que podria actuar como adhesina, lo cual sugiere que
M. hyopneumoniae utiliza ambas proteinas para unirse a las células eucariotas®’. La unién
de M. hyopneumoniae al epitelio ciliar, involucra el secuestro de heparina,
glicosaminoglicanos sulfatados, que sirven como sitios de unidn universal para diversas
proteinas de union a heparina del huésped, incluyendo glicoproteinas de adhesion
(vitronectina y fibronectina), inflamatorias (MCP-3, PF-4 y MIP-1a) e inmunomoduladoras
(IFNy) y FGEF. Esta estrategia permite a la bacteria incrementar la invasion al epitelio
mientras que inhibe la quimiotaxis inducida por quimiocinas®.

En la adhesina P97 la region responsable de la adhesion es la secuencia repetitiva R1
A/TKPE/VA/IT6E51% 21 22 23.52. 33 E| ngimero minimo de repeticiones requeridas, para la
actividad funcional en la adherencia a los cilios, es de ocho®. La cepa J de M.
hyopneumoniae tiene 9 copias de R1, sin embargo se han reportado cepas patégenas con
mas de 15 copias (0118285, 0117704, 0117577, IAF2355B01, 1AF218601, IAF606900 y
R659) el incremento en el nimero de repeticiones aumenta la afinidad a la heparina
haciendo mas apto a M. hyopneumoniae para su establecimiento, mantenimiento y
diseminacién®®. El objetivo de este estudio fue caracterizar las regiones R1 y R2 de la
adhesina P97 de M. hyopneumoniae mexicanos y determinar si difieren de los reportados en
otros paises. En este estudio realizamos un analisis de las 22 secuencias de p97 disponibles
en el GenBank (Apéndice I11); sin embargo, no se consideraron las cepas PMS VNTAR y
7422 VNTAR, por tener errores en su secuencia a nivel de R1 y R2*". De acuerdo a las
variantes reportadas en la literatura o en GenBank, las regiones repetitivas R1 y R2 varian

en secuencia y en el nimero de repeticiones entre las diferentes cepas y contienen los
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aminoacidos A/TKPE/VAIT y GAJ/E/SITPN/SQG/QK/N/SK/T/PAITE/IKITIS

respectivamente® 2* 2b 52 3

(Apéndice V). De manera similar, en nuestro estudio
encontramos variacion en las regiones R1 y R2 de p97 de M. hyopneumoniae mexicanos
(Figura 10).

En la alineacion por medio de ClustalW, se observaron regiones conservadas a lo largo de
la secuencia de nucledtidos, sin embargo, también se observan regiones donde las bases
difieren, asi como huecos que reflejan variacion del nimero de repeticiones de R1 y R2.
Las regiones conservadas presentes en las secuencias del gen p97 de M. hyopneumoniae
pueden contribuir a formar el soporte para R1 y R2, se ha probado la participacion de R1
en la adhesion y se ha sugerido que R2 podria ser utilizado como distractor para evadir al
sistema inmune®.

Se obtuvieron las secuencias de aminoacidos a nivel de R1, describiéndose la variante
nueva AKLVA en los aislados 1P97 y 79P97, mientras que el nimero de repeticiones en
R1 fue de 4 a 17 copias. En el resto de las secuencias se observaron variantes de R1 ya
reportadas, con 10 copias en 174P97 y 176P97, y con 11 copias en 185P97 y 292P97. Se ha
reportado que la regién R2 no interviene en la adhesion a las células ciliadas®; sin embargo
la proteina se expresa durante la infeccion, y se ha reportado que ésta regién es requerida
junto a R1 para unirse a heparina lo cual sugiere una participacién en el proceso®®. Una
alternativa es que posiblemente actie como distractor de la respuesta inmune del huésped
°2 Las repeticiones en R2 constan de 10 aminoacidos; las secuencias reportadas en
GenBank presentan variacion entre cepas y el nimero varia de 3 a 6 repeticiones. En
nuestro estudio, el M. hyopneumoniae mexicano 292P97 present0 5 repeticiones con una
nueva variante GAPNQGKKSE de R2. El resto de los M. hyopneumoniae mexicanos
presentaron 5 repeticiones en R2 (1P97, 79P97, 174P97, 176P97, 185P97) con secuencias
iguales a la 232 y a la U50901 previamente reportadas (Apéndice I11).

Proteinas en diferentes eucariotes y procariotes que tienen repeticiones multiples en tandem
de longitud variable, se caracterizan por tener funciones de adhesion en diferentes células,
como es el caso de la pertactina, proteina de membrana externa expresada en Bordetella
pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica *® °" °® > % De manera similar, como
ocurre en R1 y R2 de M. hyopneumonie y en la pertactina de Bordetella, la presencia del

aminoacido prolina en estas repeticiones ha sido asociada a adhesién®’. Cabe mencionar
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que la nueva secuencia de R1, AKLVA, presente en los M. hyopneumoniae mexicanos
1P97 y 79P97 cambia dicho aminoacido en una repeticion, aunque las 3 repeticiones
restantes contienen prolina. La proteina de superficie de Anaplasma marginale, MPS1a, y
la mucina de Ehrlichia ruminantium, estan involucradas en la adhesion a receptores
especificos de células de garrapatas y el huésped mamifero, estas proteinas contienen
repeticiones en nimero variable, caracterizadas por su elevado contenido de serina/treonina
(17.5/43.7 % y 40/43.9 % respectivamente)®™ ®2. M. pulmonis expresa la proteina VsaA que
contiene dominios repetitivos que se cree estan involucrados en las interacciones
micoplasma-celula huésped estas repeticiones carboxilo terminal, han sido asociadas a la
resistencia al complemento®™. El anélisis de las diferentes repeticiones reportadas,
ejemplifican la importancia de las repeticiones en tdndem y la presencia de algunos
aminoacidos para la adhesion; el polimorfismo en las secuencia, asi como la variacion el
nimero de repeticiones contribuyen a la diversidad de estas proteinas®® ®* .

La variacién en la secuencia, asi como en el nimero de repeticiones de R1 y R2 encontrado
en M. hyopneumoniae, podria implicar la existencia de un mecanismo de evasion de la
respuesta inmune que facilite la persistencia del microorganismo produciendo infeccion
crénica®. Por otra parte, la funcién de la adhesina debe ser preservada a pesar de los
cambios en los aminoacidos, que podrian afectar la estructura de la proteina directamente o
por un efecto conformacional en la region; por lo que debe estar sujeta a una alta presion de
seleccion.

Las regiones R1 y R2 se pudieron haber originado por re-arreglos genémicos o
recombinacion; sin embargo los segmentos con repeticiones de A/T que son comunes en
M. hyopneumoniae no siempre estdn asociados a re-arreglos gendémicos, por lo que es
probable que también estén relacionados a procesos de recombinacion. Los micoplasmas en
general presentan un genoma dinamico; esta inestabilidad puede afectar la expresion del
gen y funcion de la proteina, por lo que estas bacterias patdgenas deben contar con un loci
de contingencia como R1 y R2 de P97, donde las repeticiones de A/T podrian tener una
participacion en recombinacion o re-arreglos genéticos. La contraccion o expansion de
estas secuencias de repeticiones simples, durante la replicacion del genoma, incrementa la
variacion genetica de la poblacion, lo que podria facilitar la evasion de la respuesta inmune

del huésped porcino®.
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Previamente, se han utilizado las regiones R1 y R2 de P97, asi como otros genes con
regiones repetitivas de M. hyopneumoniae con fines de tipificacion a través de las técnicas
VNTR, AFLP, RFLP y RAPD®. La variabilidad de R1 y R2 de P97 observada en este
estudio y en otros, sugiere que es posible utilizar las regiones R1 y R2 para tipificar
M. hyopneumoniae por las técnicas mencionadas o bien directamente por secuenciacion del
fragmento que incluye R1y R2 como se hizo en este estudio.

Las repeticiones AKPVA y AKPEA son las mas numerosas de R1 y al menos una copia
de cada una esta presente en los aislados reportados en GenBank (Apéndice Ill) y en las
secuencias nacionales (Figura 12). Por otra parte, la repeticion GAPNQGKKAE es la mas
numerosa y posiblemente ancestral de R2, sin embargo, no se encuentra en los aislados
20868-B, 40689-2, 20735-2, F19, R659 reportados en GenBank (Apéndice Il11) ni en la
292P97 de M. hyopneumoniae mexicano, donde se encontr6 la variante nueva
GAPNQGKKSE. La variante GAPNQGKKAE se deriva de diferentes secuencias de
nucle6tidos, que podrian representar los segmentos mas antiguos de donde se han derivado
las otras variantes (Figura 12 y 13).

La secuencia de R1, AKPVA, es probablemente la mas ancestral, considerando su
frecuencia y presencia en las diferentes cepas de M. hyopneumoniae en GenBank y
mexicanas, asi como el anélisis de los filogramas, mientras que en R2 es
GAPNQGKKAE; resultando interesante que estas secuencias coexisten en las cepas J,
ATCC25934, 1AF-464-01, Mhpl y 185P97, que forman el grupo mas antiguo. Por otra
parte, el 292P92 es muy similar a 185P97 solo varia en R2 en un amino&cido y forma parte
del grupo ancestral. (Figura 11). El encontrar un M. hyopneumoniae mexicano, 185P97,
con estas secuencias sugiere que en Mexico existen M. hyopneumoniae ancestrales,
intermedios como 1P97, 79P97, asi como mas recientes en evolucién como 174P97 y
176P97.

Las secuencias de R1: AKPVA y AKPEA fueron observadas méas frecuentemente en los
M. hyopneumoniae existiendo nueve variantes en sus secuencias de nucleétidos para cada
una de ellas hasta ahora. Debido a que de AKPVA se puedan derivar cinco variantes de R1
con un so6lo aminoéacido diferente, mientras que de AKPEA solo se pueden derivar dos

variantes sugiere que AKPVA es la secuencia ancestral primaria de R1; mientras que el
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analisis de sus nueve secuencias de nucleétidos revel6 que GCTAAACCAGTAGCA
podria ser la secuencia ancestral mas primitiva.
Por otra parte, la secuencia GAPNQGKKAE de R2 es la que se encontré con mayor
frecuencia en los aislamientos y puede ser codificada por ocho variantes de su secuencia de
nucle6tidos hasta ahora. Debido a que de GAPNQGKKAE se puedan derivar cuatro
variantes de R2 con s6lo un aminoécido diferente, sugiere que podria ser la secuencia
ancestral primaria de R2; mientras que el analisis de sus ocho secuencias reveld que
podria ser la secuencia ancestral
mas primitiva.
Es necesaria la caracterizacion de un nUmero mayor de variantes de M. hyopneumoniae, asi
como la utilizacion de otros genes para obtener una mejor perspectiva de la evolucion del
microorganismo. Por otra parte, es necesario evaluar por ensayos de adhesion in vitro si
existen diferencias en la capacidad de adhesion de las variantes de R1 y R2 de P97 de
M. hyopneumoniae. El andlisis de la estructura de la adhesina P97, asi como de su funcion
en la adherencia al epitelio respiratorio ciliado puede ayudar a proveer mayor informacion

acerca de los mecanismos de patogénesis de M. hyopneumoniae.

Conclusiones

Variantes en secuencia de aminoacidos

En GenBank estan reportadas las 7 secuencias diferentes de aminoacidos en R1: AKPEA,
AKPET, TKPVA, AKINKP, AKPVA, “KPVA, AKPVG. En dos secuencias mexicanas
1P97 y 79P97 se encontr0 una secuencia nueva de R1: AKLVA. Este descubrimiento
cambia la secuencia conocida A/TKPE/VA/T a AITKP/LE/VAIT.

En GenBank estan reportadas 14 secuencias diferentes de aminoacidos en R2:
GAPNQGKKAE, GTPNQGKKAE, GSPNQGKKAE, GS-NQGKKGE,
GAPSQGKKAE, GS-NQGKKAE, GTQONQGKKGE, GS-NQGKKSE,
GAPSQONTTT, GAPSQQSPT T, GTPNQQSPTS, GA-NQQSTTT, GT-NQQSPTS,
GT-NQONTTT. En la muestra de 292P97 mexicana, se encontré la secuencia nueva de
R2: GAPNQGKKSE. Este descubrimiento cambia la secuencia conocida
GA/E/SITPN/SQG/QK/N/SKI/T/PAITE/IKITIS a
GA/E/SITPN/SQG/QK/N/SKI/T/PAITISEIKITIS.
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NuUmero de repeticiones

En GenBank se han reportado M. hyopneumoniae con un numero de repeticiones en R1 de:

4,8,9, 10,11, 12, 15y 17. Similarmente, en este estudio encontramos M. hyopneumoniae

con 11, 10 y 4 repeticiones.

En GenBank se ha reportado M. hyopneumoniae con un nimero de repeticiones en R2 de:

3, 4, 5, 6; similarmente, en este estudio encontramos 5 repeticiones en R2 de todos

M. hyopneumoniae mexicanos.

Variantes en la secuencia de nucle6tidos

En GenBank se han reportado 25 variantes en la secuencia de nuclettidos en R1. En este

estudio encontramos 1 nueva secuencia de R1 en las muestras 1P97 y 79P97. En GenBank

se han reportado 30 variantes en la secuencia de nucledtidos en R2. En este estudio

encontramos una nueva secuencia de R2 en la muestra 292P97.

La secuencia de R1: AKPVA es probablemente la més ancestral y de las 9 secuencias de

nucleétidos que codifican para la misma, GCTAAACCAGTAGCA podria ser la

secuencia mas primitiva. Por otra parte, la secuencia GAPNQGKKAE es probablemente la

mas ancestral de R2 y de las 8 secuencias de nucleo6tidos que codifican para la misma
podria ser la secuencia mas

primitiva.
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APENDICE |
Protocolo de extraccién de ADN por método de CTAB/Fenol:
1.- Se resuspende el sobrenadante del tejido pulmonar homogenizado en 1 ml de TE en
un tubo de 1.5 ml. Se centrifugara por 5 minutos a 10 000 g.
2.- Se resuspende la pastilla en 567 ul de TE buffer hasta quedar homogénea; se le
adiciona 30 pl de SDS al 10% y 1.5 ul de proteinasa K'Y (40mg/ml), se mezcla
suavemente en vortex e incuba a 37 °C durante 1 hora.
3.-Se adiciona 100 pul de 5M NaCl" y 80 ul de sol. CTAB/NaCl, se mezcla e incuba a
65 °C/10 minutos en un bafio Maria.
Con este paso comienza a remover polisacaridos y otras macromoléculas
contaminantes.
4.- Se adiciona un volumen igual de Cloroformo/alcohol isoamilico®, se mezcla y
centrifuga por 5 min a 10 000 g. El sobrenadante se transfiere a un tubo nuevo; si se
dificulta se remueve primero con un palillo estéril la capa de interfase.
5.- Se adiciona un volumen igual de Fenol/Cloroformo/alcohol isoamilico, se mezcla y
centrifuga por 5 min a 10 000 g. Se remueve la interfase si es necesario.
6.- Se adiciona 600 ul de isopropanol’, se mezcla suavemente y se deja precipitar el
ADN. Se transfiere el precipitado, agregando 1 ml de etanol al 70% para su lavado. Se
seca a temperatura ambiente por 12 hrs.
Se centrifuga por 3-5 min a 10 000 g para obtener un rapido precipitado.
7.- Finalmente se resuspende la pastilla en 50-100 ul de TE dependiendo del tamafio y

se refrigera el ADN.

¥ Invitrogen.
" SIGMA Aldrich.
*SIGMA Aldrich.
Y J.T. Baker.

51



APENDICE I
Soluciones:
Cloruro de Sodio 5M (NaCl)*
2929 NaCl
Disolver en 1,000 ml de agua destilada y esterilizar en autoclave
Buffer TAE: Tris- acido acético-Etilen dinitrilo tetra acetato disddico (EDTA)*
24.2 g Tris base
5.71 mi Acido acético glacial (0.2M) (CH3COOH)
37.2¢ EDTA (NaC1oH14N,Os)
Disolver en 1, 000 ml de agua destilada y esterilizar en autoclave
Gel de agarosa
Disolver y calentar agarosa en buffer TE para una solucion al 1%.
Solucién de Bromuro de Etidio *° 10mg/ml
Solucién de CTAB/NaCl
Disolver 4.1 g de NaCl en 80 ml de agua destilada
Adicionar 10 g de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)®
Mezclar a 65° C en bafio Maria
Ajustar volumen final a 100 ml
Esterilizar en autoclave
Fenol equilibrado™
Temporizar el fenol a temperatura ambiente
Afadir 8-hidroxiquinoleina hasta una concentracion final de 0.1% (0.1 gpoa cada 100
ml).
Adicionar un volumen de Tris-HCI 1 M pH 8, agitando constantemente hasta que el
fenol alcance un pH cercano a 8.
Cuando esté equilibrado el fenol, retirar la fase acuosa (3-4 h) y adicionar un volumen
de Tris-HCI 0.1 M hasta que el fenol tenga un pH de 8.
Almacenar en oscuridad con una capa acuosa de Tris-HCI 0.1 M mas 2% de -
mercaptoetanol, pH 8 a 4° C.
Sulfato Dodecil de Sodio (SDS)* 10% pH 7.2

ZJ.T. Baker.

% J.T.Baker.

bb Researchs Organics.
“ SIGMA Aldrich.

% SIGMA Aldrich.
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Disolver 100g de SDS en 900 ml de H,0O
Cloroformo™-Alcohol Isoamilico®

Mezclar 24 partes de cloroformo y 1 de alcohol isoamilico.

Fenol-Clorformo-Alcohol Isoamilico

Mezclar 25 partes de fenol, 24 de cloroformo y 1 de alcohol isoamilico.

TRIS 1IM™

Para preparar 200ml tomar 24.23 g de TRIS Ultra-Pure™ " disolver en 200ml de H,0 y
ajustar el pH a 8 con un potenciémetro.

EDTA 0.5M

Para 200ml, disolver 37.22g de EDTA!, en 200ml de H,O y ajustar el pH con un
potenciometro.

TRIS-Acetato-EDTA 50X (TAE)

2429 de TRIS Ultra-Pure™, 51.1 ml de acido Acético glacial, 100 ml de EDTA 0.5 M
pH 8

TRIS-Acetato-EDTA (TE)
Para preparar 1000pl, agregar 10ul de solucion TRIS 1M pH 8 y 2ul de EDTA 0.5M
pH 8.5; aforar a 1000l (998pl) con H,

* SIGMA Aldrich.
J.T. Backer.
99].T. Backer.

"™ Invitrogen.

" Invitrogen.

UJ.T. Backer
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APENDICE Il

Cepas M. hyopneumoniae

No. de Acceso Genbank

Pais de origen

232 AEQ0117332 EUA
J AEQ017243 Brasil
ATCC25934 AY512905 Brasil
F19 AY380565 China
Mhpl U27294 EUA
R659 AY380564 China
AY957500 ciliary adhesin AY957500 Australia
U50901 ciliary adhesin U50901 EUA
01-18285 AY512901 Canada
01-17704 AY512900 Canada
01-17577 AY512899 Canada
IAF-DM9827 AY512898 Canada
1AF-2355-B-01 AY512897 Canada
I1AF-2186-01 AY512896 Canada
IAF-669-00 AY512895 Canada
20735-2 AY512902 Canada
7448 AEQ17244 Brasil
IAF-464-01 AY512894 Canada
20868-B AY512903 Canada
40689-2 AY512904 Canada
PMS VNTAR DQ3864751 Brasil
7422 VNTAR DQ3864761 Brasil
232 (mhp494) AAV27918 EUA
p110 proteina de membrana
J (MHJ0212) NC_007295 EUA
J'y 232 (mhprRNA-165) NC_006360 EUA
232 (prl) NC_006360 EUA
Mhp Veracruz 1 P97 EU395827 Meéxico
Mhp Jalisco 79 P97 EU395828 Meéxico
Mhp Jalisco 176 P97 EU395829 Meéxico
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Mhp Jalisco 174 P97 EU395830 México

Mhp Michoacan 292 P97 EU395831 Meéxico

Mhp Puebla 185 P97 EU395832 Meéxico

APENDICE IV
Nomenclatura de aminoacidos
A Alanina
\ Valina

L Leucina

Isoleucina

Prolina

Metionina

Fenilalanina

Triptofano

Glicina

Serina

Treonina

Cisteina

Asparagina

Glutamina

Tirosina

Acido Aspartico

Acido Glutamico

Lisina

Arginina
Histidina

I o M m O <O Z 0 d o O 2 N Z| O
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APENDICE V
Secuencia de nucledtidos R1 y R2 del gen p97 de la adhesina de Mycoplasma
hyopneumoniae GenBank (numeros de acceso en apéndice Ill). Cada color

representa las variantes en la secuencia de nucleotios.

232 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTGGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TGCCTCAGCCCCCAGCAGCAAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAACAACAAAACC
AGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCA
AAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAG
CGGCTAAACCAGAAGCA ACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGA
AGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACA
CCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAGAAATAATAAAGGAAC
TAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAA
ACTTAGCCACCCAATGATGACCGAAGGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAAGGAACTCCTAACCAA
GGTAAAAAAGCAGAAGGCGCGCCTAACCAAGGTAAAAAAGCCGAAGGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAG
CAGAGGGAGCACCTAGTCAACAAAGCCCAACTACCGA

J M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT

TACCTCAGCCCCCAGCA

ACAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCAAAACCAGTAGCA

ACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATT
TCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAAT
TAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAA
ACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCC

ACCCAATGATGACCGAG
GGC

AGAGGGTGCTTCTAATCAACAAAGCACAACTACCGA

R659 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTGGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCT
AAACCTGAAGCA GCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAG
CAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCCAAACCAGTTGCTACTAATAC
TAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTAT
AAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAG
TTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGTTTTAAATCTTCAATA
TCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG

GA

F19 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCG
CCTAAACCAGTTGCTACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTT
CACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGA
AAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAA
GAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGTTTTAAATCTTCATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGT
AGCTAGTGATCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG

GA
Mhpl M. hyopneumoniae

ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCA
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GCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCA
GCAAAACCAGTAGCA ACTAATACTAATA
CTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTA
TAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTA
GTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAAT
ATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGG
GACTCAAAACCAAGGTAAAAAAGGTGAA

SAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCCGAAGGAACACCTAATCAACAAAGCC

GoAA J

CAACTAGCGA
CAALTAGL

AY957500 ciliary adhesin M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCGGCGAAACCGGAAGCGGTAAAACCAGTAGCGGCTAAACCTGAAGCAGCTAAACC
TGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCA

GCAAAACCAGTAGCA ACTAATACTAATA
CTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATA
TACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGC
GAATATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGG
AAATCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCA
AGGTAAAAAAGGAGAAGGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCAGAG

GGCGCACCTAGTCAACAAAACACAACTACCGA

20735-2 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCA

GCTAAACCAGAAGCA GCTAAACCTGAAGCA ACT
AATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAG
AATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCA
AAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTC
CAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGCACTCAAA
ACCAAGGTAAAAAAGGTGAA

GGAACACCTAATCAACAAAGCCCAACTAGCGA

20868-B M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCG ACAAAACCAGTTGCTACT
AATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTA
GTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGA
ACTAGTTCATCAAAGCGAATATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGTTTTAAATCTT
CAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCG
AGGGATCTTCAAATCAAGGCAAAAAAGCAGAGGGGGCTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCCGAGGGTGCTCC
TAGTCAAGGTAAAAAAGCAGAG
GA

IAF-DM9827 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TGCCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCG AAAGAAGACTATTTCCCA
ATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATG
TATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAATATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGT
TTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCA
ATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCAAGGCAAAAAAGCAGAGGGGGCTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCCG
AGGGTGCTCCTAGTCAAGGTAAAAAAGCAGAG
GA

IAF-464-01 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCA
ACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCA
ATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATG
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TATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGT

TTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCCACCCA

ATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCAAGGCAAAAAAGCCGAA
GGTGCTTCTAATCAACAAAGCACAACTACCGA

40689-2 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCA
GCTAAACCAGAAGCA GCTAAACCAGAAGCA GCT
AAACCAGAAGCA GCTAAACCAGAAGCA ACTAATACTGGCT
TTTCTCTTGCAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGA
CGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTAT
GAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCA
AGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGCACTCAAAACCAAGGTAA
AAAAGGTGAA
GGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCCGAAGGAACACCTAATCAACAAAGCCCAACTAGCGA
U50901 ciliary adhesin M. hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTGGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TGCCTCAGCCCCCAGCAGCAAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGARAACAACAARAACC
AGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCA
AAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAG
CGGCTAAACCAGAAGCA ACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGA
AGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACA
CCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAGAAATAATAAAGGAAC
TAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAA
ACTTAGCCACCCAATGATGACCGAAGGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAAGGAACTCCTAACCAA
GGTAAAAAAGCAGAAGGCGCGCCTAACCAAGGTAAAAAAGCCGAAGGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAG
CAGAGGGAGCACCTAGTCAACAAAGCCCAACTACCGA

01-18285 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCT
AAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAG
CAGCAAAACCAGTAGCG GCTAAACCAGAAGCA ACTAATAC
TGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATAT
ACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCG
AGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGA
AGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCAA
GGCAAAAAAGCAGAG
GA

01-17704 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCT
AAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAG
CAGCAAAACCAGTAGCG GCTAAACCAGAAGCA ACTAATAC
TGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATAT
ACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCG
AGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGA
AGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCAA
GGCAAAAAAGCAGAG GGAACTTCTAATCAACAAAGCCCAA
CTAGCGA

01-17577 M.hyopneumoniae

ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCT
AAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAG
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CAGCAAAACCAGTAGCG GCTAAACCAGAAGCA ACTAATAC
TGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATAT
ACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCG
AGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGA
AGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCAA
GGCAAAAAAGCAGAG

GA

IAF-2355-B-01 M. hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCT
AAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAG
CAGCAAAACCAGTAGCG GCTAAACCAGAAGCA ACTAATAC
TGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATAT
ACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCG
AGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGA
AGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCAA
GGCAAAAAAGCAGAG
GA

IAF-2186-01 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCT
AAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAG
CAGCAAAACCAGTAGCG GCTAAACCAGAAGCA ACTAATAC
TGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATAT
ACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCG
AGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGA
AGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCAA
GGCAAAAAAGCAGAG
GA

IAF-669-00 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACC
AGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCT
AAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAG
CAGCAAAACCAGTAGCG GCTAAACCAGAAGCA ACTAATAC
TGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATAT
ACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCG
AGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGA
AGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCAA
GGCAAAAAAGCAGAG
GA

7448 M.hyopneumoniaeyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCA

GCCAAACCAGTAGCGGCAAAACCAGTAGCAGCT
AAACCTGAAGCA ACTAATACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAA
ATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATT
AAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAA
ATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTG
ATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAGGGATCTTCAAATCAAGGCAAAAAAGCAGAG

GA
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ATCC25934 M. hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCA
ACAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCAAAACCAGTAGCA

ACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATT
TCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAAT
TAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAA
ACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCC
ACCCAATGATGACCGAG

GGC

GCACCTAGTCAAGGGAAAAAAGCAGAGGGTGCTTCTAATCAACAAAGCACAACTACCGA

>PMS VNTAR M. hyopneumoniae

ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCA GCTAAACCTGTAGCA ACTAAACC
TGTAGCA GCTAAACCAGAAGCAGCTAAACCTGTAGCA GCT
AAACCTGTAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCTAAACCTGTAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCTAAACCAGTAG
CAGCTAAACCAGAAGCAGCTAAACCAGTAGCAACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGA
AGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACA
CCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAAC
TAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAA
ACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG GGCGCTCCTAATCAA
G AGGCACTCCTAATCAAGGGAAAAAAGCCGAAGGCGCTCCTAAAAAAGCCGAAGGCG

“AACTACCGA

>7422 VNTAR Mhp
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGTAGCAGCTAAACCTGTAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCTAAACC
TGTAGCAGCTAAACCTGTAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCTAAACCTGTAGCAGCTAAACCTGTAGCAGCT
AAACCAGAAGCAGCTAAACCTGTAACT GCTAAACCTGTAGCAACTAATACTAATA
CTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATT
AGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCAT
CAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAAT
TCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG

alalalalivalalh . Wuay W)
|GG LG LN R A Y Ve N )

AGGGTGCTTCTAATCAACAAAGCACAACTACCGA

Secuencia de nucleotidos R1 y R2GenBank (nimeros de acceso en apéndice I11)

Jp97 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCA
ACAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCAAAACCAGTAGCA
ACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATT
TCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAAT
TAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAA
ACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCC
ACCCAATGATGACCGAG
GGC

lah Valah Vallay S Nalalat b O O .U .U VYala
CA GG

GCAGAGGGTGCTTCTAATCAACAAAGCACAACTACCGA

1p97 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACTAGTAGCGGCTAAACCTGAAGCA
ACTAATACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTAT
TTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAA
TTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAA
AACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGC
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CACCCAATGATGACCGAAGGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAAGGAACTCCTAACCAAGGTAAAA
AAGCAGAAGGCGCGCCTAACCAAGGTAAAAAAGCCGAAGGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCAGAGGG
AGCACCTAGTCAACAAAGCCCAACTACCGA

79p97 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACTAGTAGCGGCTAAACCTGAAGCA

ACTAATACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTAT
TTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAA
TTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAA
AACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGC
CACCCAATGATGACCGAAGGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAAGGAACTCCTAACCAAGGTAAAA
AAGCAGAAGGCGCGCCTAACCAAGGTAAAAAAGCCGAAGGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCAGAGGG
AGCACCTAGTCAACAAAGCCCAACTACCGA

174p97 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TGCCTCAGCCCCCAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCG

GCTAAACCTGAAGCA GCT
AAACCTGAAGCA ACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAAC
CAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAG
TTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAA
CTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTC
AATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGA
AGGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAAGGAACTCCTAACCAAGGTAAAAAAGCAGAAGGCGCGLCCT
AACCAAGGTAAAAAAGCCGAAGGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCAGAGGGAGCACCTAGTCAACAAA
GCCCAACTACCGAATTACTATACT

176p97 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TGCCTCAGCCCCCAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCG

GCTAAACCTGAAGCA GCT
AAACCTGAAGCA ACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAAC
CAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAG
TTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAA
CTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTC
AATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGA
AGGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAAGGAACTCCTAACCAAGGTAAAAAAGCAGAAGGCGLCGLCCT
AACCAAGGTAAAAAAGCCGAAGGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCAGAGGGAGCACCTAGTCAACAAA
GCCCAACTACCGAATTACTATACT

185p97 M.hyopneumoniae
CGTAAAGANGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT
TGCCTCAGCCCCCAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCGGCTAAACC
AGTAGCAGCTAAACCAGAAGCGGCTAAACCAGAAGCGGCTAAACCAGTAGCA GCA
AAACCAGTTGCA GCAAAACCAGTTGCTACTAATACTAATACTAATACTAATACTA
ATACTGGTACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAACGAAGACTATTTGCCAATGGCTTTTAGTTATAA
ATTAGAAGATACTGACGAATATAAATTAAGCCTACCAACACCGGATGTTAATGTATTTTTAGAACTAGTT
CATCAGAGCGAGTATGAAGACCTAATAATGGTACTGGATCTAGCTGAAACTGTTTTAAATCTTCAATATC
AATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGACCAATATCATAAACTTAGCCTCCCGATGATGACCGATGGATC
TTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAAGGAACTCCTAACCAAGGTAAAAAAGCAGAAGGCGCGCCTAACCAA
GGTAAAAAAGCCGAAGGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCAGAGGGAGCTCCTAGTCAACAAAGTCCAA
CTACCGA

292P97 M.hyopneumoniae
ACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTAGATAATAAAATAAAAGGTATAT

TGCCTCAGCCCCCAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCGGCTAAACC
AGTAGCA GCAAAACCAGTTGCA GCA
AAACCAGTTGCA GCAAAACCAGTTGCTACTAATACTAATACTAATACTGGCTTTT

CACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGA
AAATAAATTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAA
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GACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGG
TAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAAGGATCTTCAAATCAAGGTAAAAA

AAGCGAAGGAACTCCTAACCAAGGTAAAAAAGCAGAA GGA
ACTCCTAACCAAGGTAAAAAAGCAGAA GA
APENDICE VI
Variantes de la secuencia de nucleodtidos R1

GCAAAACCTGAAGCA | GCTAAACCTGAAGCG | GCCAAGCCAGAAGCG
GCTAAACCGGAAGCA | GTAAAACCAGTAGCG | GCGAAACCGGAAGCG
GCAAAACCAGTAGGG | ACAAAACCAGTTGCT | GCAAAACCAGTTGCA

GCTAAACCAGTAGCG | GCAAAACCAGTAGCA
GCTAAACCTGAAGCA | GCAAAACCAGAAGCA | GCTAAACCAGTAGCA
GCAAAACCAGTGGCA | GCAAAACCAGTAGCG | GCCAAACCAGTTGCT
GCTAAACCAGTTGCT GCTAAACCAGAAGCA
GCTAAAAATAAACCA | GCTAAACCAGAAACA | ACAAAACCAGTAGCA

Figura 6.- Variantes de la secuencia de nucledtidos R1

| GCAAAACTAGTAGCG | GCTAAACCAGAAGCG |

Figura 7.- Variantes R1 nuevas

Variantes de la secuencia de nucle6tidos R2

GGCGCACCTAGTCAACAAAACACAACTACC

GGTGCTCCTAGTCAAGGTAAAAAAGCAGAG

GGTGCTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCCGAG

GGAACACCTAATCAACAAAGCCCAACTAGC

GGGGCTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCCGAG

GGGACTCAAAACCAAGGTAAAAAAGGTGAA

GGGGCTCCTAACCAAGGTAAAAAAGCCGAG

GGATCTTCAAATCAAGGCAAAAAAGCCGAA

GGATCTTCAAATCAAGGCAAAAAAGCAGAG

GGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAGGTGAA

GGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAA

GGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAGGAGAA

GGATCTCCTAATCAAGGTAAAAAAGCCGAA

GGAACTCCTAACCAAGGTAAAAAAGCAGAA

GGAACTTCTAACCAACAAAACACAACTACC

GGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCAGAG

GGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCCGAA

GGAGCACCTAGTCAACAAAGCCCAACTACC

GGCGCTCCTAACCAAGGCAAAAAAGCCGAA

GGCGCGCCTAACCAAGGTAAAAAAGCCGAA

GGTGCTCCTAGTCAAGGTAAAAAAGCCGAA

GGTGCTTCTAATCAACAAAGCACAACTACC

GGAACTTCTAATCAACAAAGCCCAACTAGC

Figura 8.- Variantes R2 GenBank

Figura 9.- Variantes R2 de secuencia de nucleétidos mexicanas
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APENDICE VII

Alineacién de las secuencia de nucleotidos de la adhesina P97de R1 y R2, de las cepas de M. hyopneumoniae en GenBank, secuencias
mexicanas. Cepa J (Universidad de Guelph, Canad4) = 3p97Mhp; h = secuencias mexicanas; *= nucleétidos idénticos; --- =

ATCC25934Mhp
IAF-DM9827Mhp
20868-BMhp
7448Mhp
AY957500ciliaryadhesinMhp
232Mhp

U50901Mhp
IAF-2186-01Mhp
IAF-669-00Mhp
IAF-2355-B-01Mhp
01-17577Mhp
01-18285Mhp
01-17704Mhp
R659Mhp

F19Mhp
IAF-464-01Mhp
20735-2Mhp

MhplMhp
40689-2Mhp

ATCC25934Mhp
IAF-DM9827Mhp
20868-BMhp
7448Mhp

regiones discontinuas.

ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTG
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTG
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAAGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
——————————————— TTCGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
————————————— TCTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
————————————— TTCTCAGTATCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
———————————— TTTCTCAGTATCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
————————————— CTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
———————————————————————————————————————————————————— CGTAAAGANGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
ATTAGACGATAATCTTCAGTATTCATTTGAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTACAAAAGAAGGTAAAAGAGAAGAAGTAGATAAAAAAGTTAAGGAATTA
KAKKAA KAAKAIAAAIAAA KA R AA XA A KA I A A XA AR A R AKX KX kA kxk Kk
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCGGCTAAACCAGTAGCAGCAAAACCTGAAGCAGCTAAACCTGAAACAA
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCGGCTAAACCAGTAGCAGCAAAACCTGAAGCAGCTAAACCTGAAACAA
GATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGC—————=———=————— TAAACCAGAAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGC————————=—=————— TAAACCAGAAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCGGCTAAACCAGTAGCAG
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AY957500ciliaryadhesinMhp
232Mhp

U50901Mhp
IAF-2186-01Mhp
IAF-669-00Mhp
IAF-2355-B-01Mhp
01-17577Mhp
01-18285Mhp
01-17704Mhp
R659Mhp

F19Mhp
IAF-464-01Mhp
20735-2Mhp

MhplMhp
40689-2Mhp

ATCC25934Mhp
IAF-DM9827Mhp
20868-BMhp
7448Mhp
AY957500ciliaryadhesinMhp
232Mhp

U50901Mhp
IAF-2186-01Mhp
IAF-669-00Mhp
IAF-2355-B-01Mhp
01-17577Mhp
01-18285Mhp
01-17704Mhp
R659Mhp

F19Mhp

Apéndice VII. Continua.

GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCGGCGAAACCGGAAGCGGTAAAACCAGTAGCGGCTAAACCTGAAGCAGCTAAACCTGAAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCTCAGCCCCCAGCAGCAAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAACAACAAAACCAGTAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCTCAGCCCCCAGCAGCAAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAACAACAAAACCAGTAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTGGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTTGCTA
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGC----—-—=———————— TAAACCAGAAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACTAGTAGCGGCTAAACC———————————————————————
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACTAGTAGCGGCTAAACC-——————————————————————
GATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCTCAGCCCCCAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCGGCTAAACCAGTAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCTCAGCCCCCAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCGGCTAAACCAGTAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCTCAGCCCCCAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCGGCTAAACCAGTAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCTCAGCCCCCAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCGGCTAAACCAGTAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCTGAAGCGGCTAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGTAGCAGCTAAACCGGAAGCAG
GATAATAAAATAAAAGGTATATTACCTCAGCCCCCAGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTTGCAG

KAKKAKNKAAKNAXKAAKNAXAKAAAKARAKNA KA hAAXAAAXAAAAK Xk K%k *k kkk k% * **k*x * kkkk kkk kKX k%K

CAAAACCAGTAGCAGC-—————==—=—=—=—— TAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCAAAACCAGTAGCAGC—====m=————mm e
CAAAACCAGTAGCAGC———————————=——— TAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCAAAACCAGTAGCAGC————————————————————————
CAAAACCAGTAGCGGC-—-—=-=——=—————-—— TAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTARA —— ————— = — — e e
CAAAACCAGTAGCGGC——====—=——————— TAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCTGARAACAAC— === === —m—mm e e
CAARACCAGTTGCAGC-—========——---— AAAACCTGAAGCAGCCAAACCAGTAGCGGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTG-—————————————— A
CAAAACCAGTAGCAGC---——-—-———————— TAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCGGAAGCAGCAAAACCAGTTGCTGCCAAGCCAGA
CTAAACCTGAAGCAGC--————————————— TAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA
CTAAACCTGAAGCAGC---——-—————————— TAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA

CTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA
CTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA
CTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA
CTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA
CTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA
CTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA
CTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCTGAAGCAGCTAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGA
CTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCTGAAACAGCTAAACCAGTAGCAGCTAAACC---
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IAF-464-01Mhp
20735-2Mhp
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MhplMhp
40689-2Mhp

Apéndice VII. Continua.

CTAA=—==——m——mm—mm e T A m
CAAAACCAGTTGCAGC-———==—=—=——=——~ TAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGGGGCTARACCTGAAGCAGC—————==—==——==—=————————
——————————————————————————————————————————————————————————————————— TGAAGCAGCAAAACCAGTTGCTACTAA-—————
——————————————————————————————————————————————————————————————————— TGAAGCAGCAAAACCAGTTGCTACTAA-—————
CTAAACCAGAAGCGGC--——==—==——=——~ TAAACC--——————-—————- AGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTTGCAGCTAAACCTGA
CTAAACCAGAAGCGGC-———==—==——=——~ TAAACC--—————==—————~ AGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTTGCAGCTAAACCTGA
CTAAACCTGAAGCAGC--——=--————————- TAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTTGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTTGCAGCTAAACCTGA
CTAAACCAGAAGCGGC-———==—==——=——~ TAAACCAGAAGCGGCTAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTTGCAGCTAAACCTGA
CAAAACCAGTAGCAGC--——=-—==——=——~ TAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCGGAAGCAGCAAAACCAGTTGCTGCCAAGCCAGA
CTAAACCAGAAGCAGC—=——==—===—=——~ AAAACC-—===—==——=———— AGTTGCAGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTTGCAGCTAAACCAGA
—————— AAAACCAGTTGCTACT AR === = = = = = e o~ _TAC-~-TAAT
—————— AAAACCAGTTGCTACT AR === = == = = = = = = = e~~~ TAC-~-TAAT
—————— AAAACCAGTTGCTACT AR === = == = = = = e e~~~ TAC-~-TAAT
AGCAGCAAAACCAGTTGCTACT AR —— == = = = = o o TAC---TAAT
AGCGGCAAAACCAGTAGCAGC A A A~ = — = = == = = — = = oo o ACCAGTTGCT
AGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCARAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA - —————=—=—=—=——————————————— AGCAGCAAAACCA
AGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA-——————=——————————————————_ AGCAGCAAAACCA
AGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCARAACCAGTAGCGGCTAAACCAGTAGCGGCTARAACCAGA——————————= AGCAGCAAAACCA
AGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA-—~—————=——- AGCAGCAAAACCA
AGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA——————————=- AGCAGCAAAACCA
AGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA-—~—————=——- AGCAGCAAAACCA
AGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGTAGCGGCTARACCAGA——————————=- AGCAGCAAAACCA
AGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGA-—-—————-——- AGCAGCAAAACCA
AGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCCAAACCAGT TGCTACTAAT
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AGTTGCTACTAAT
—————— A A AR CCAGT — == = = = = = =
—————————————————— TACTAATAC— === == == m = = e e e~~~ TAATACTAATACT-—-
—————————————————— TACTAATAC === === == m = e e~ TAATACTAATACT -~
AGCAGCAAAACCAGTTGCTACTAAT AC— == === = = = = m e e TAATACTAATACT---
AGCAGCAAAACCAGTTGCTACTAATAC == === = = = = = e TAATACTAATACT---
AGCAGCAAAACCAGTTGCTACTAAT AC— == === = = = = — = e e TAATACTAATACT---
AGCAGCAAAACCAGTTGCTACT AATAC === = = = = = o e TAATACTAATACTAAT
AGCGGCAAAACCAGTAGCAGCAAAACCAGT —— == — = === = — = o o o o TGCTACTAATACTAAT
AGCAGCAAAACCAGTTGCAGCTAAACCAG- ——= === === = = o = o AAGCAGCAAAACCAGT
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ATCC25934Mhp
IAF-DM9827Mhp
20868-BMhp
7448Mhp
AY957500ciliaryadhesinMhp
232Mhp

U50901Mhp
IAF-2186-01Mhp
IAF-669-00Mhp
IAF-2355-B-01Mhp
01-17577Mhp
01-18285Mhp
01-17704Mhp
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F19Mhp
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40689-2Mhp

ATCC25934Mhp
IAF-DM9827Mhp

20868-BMhp

7448Mhp
AY957500ciliaryadhesinMhp
232Mhp

U50901Mhp

IAF-2186-01Mhp
IAF-669-00Mhp
IAF-2355-B-01Mhp

Apéndice VII. Continua.

ACTAATACT-—-———-— GGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
ACTAATACT--—-——-— GGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
—————————————————————————————— AATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
ACTAATACT--—-——-— GGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT

ACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
ACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
GTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
GTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
GTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
GTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
GTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
GTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
GTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
GTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
ACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
ACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
-CTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
-—TGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
——————————————— GGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
——————————————— GGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
——————————————— GGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
——————————————— GGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
——————————————— GGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
ACTAATACTGGTACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAACGAAGACTATTTGCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAAGATACTGACGAATATAAAT
ACTAATACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
—-—-TGCTACTAATACTGGCTTTTCTCTTGCAAATAAACCAAAAGAAGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT

KAk AAKAAkAAhhkh KAAAAAAAAAXAA *AAAAAAA A AR AR A AA AR A A A A A A A A A * Ak hkrkdkhkhkkhhhk (A **xk k%
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAATATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAATATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAATATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAGAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAGAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
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Apéndice VII. Continua.

TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGACAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGAACAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTACCAACACCGGATGTTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAGAGCGAGTATGAAGACCTAATAATGGTACTGGATCTAGCTGAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGAGTATGAAGACCAAAAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTT
kK Kk kK kKK Kk kk kK Kk Kk kK KAKKAKNKAAKNAXANKAAKNARAXAAAXAAA N AKX A, KKhhkk Kk (kA kkkhkkxkk* * * * kK * K Kk Kk kk kK kKR kKA Kk Kk kK
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAATCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGA
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGA
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAGCTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCA-TATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGATCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGAACAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGA
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGA,

AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGA
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGA
AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGA
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AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAGCTAGTGACCAATATCATAAACTTAGCCTCCCGATGATGACCGAT

MhplMhp AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG
40689-2Mhp AAATCTTCAATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCACCCAATGATGACCGAG

KRk AKAKAAKAA K’ AAKXAAKAAKRKAAKAAXAKAAKXN *hAhAxAhhk, | hhAkkhhhkk* | hhkkdhAkk Ak **k Xk k*xhkk k,*k ** %k *kk k*xkk kkxk k*x*x* *% * K Kk kkkKkk Kk *k

ATCC25934Mhp
IAF-DM9827Mhp
20868-BMhp
7448Mhp
AY957500ciliaryadhesinMhp
232Mhp

U50901Mhp
IAF-2186-01Mhp
IAF-669-00Mhp
IAF-2355-B-01Mhp
01-17577Mhp
01-18285Mhp
01-17704Mhp
R659Mhp

F19Mhp
IAF-464-01Mhp
20735-2Mhp

MhplMhp
40689-2Mhp
* k% * kk kk kk kkhkkk kkhkkhkkk kkkkxk **x Kk *k * * % % * % %

GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA

ATCC25934Mhp GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA

IAF-DM9827Mhp GAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTA

20868-BMhp GAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTA

7448Mhp GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA

AY957500ciliaryadhesinMhp GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA

232Mhp TTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTA

U50901Mhp GAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTA




IAF-2186-01Mhp
IAF-669-00Mhp
IAF-2355-B-01Mhp
01-17577Mhp
01-18285Mhp
01-17704Mhp
R659Mhp

F19Mhp
IAF-464-01Mhp
20735-2Mhp

MhplMhp
40689-2Mhp
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GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGAATTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTA
GAATTAACTAATACTCC
GAATTAACTAATACTC
GAATTACT--ATACT
GAATTACT--ATACTCCC

GAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTA
GAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTA
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