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Resumen

Mycoplasma hyopneumoniae es el agente etiolégico de la Neumonia Enzoodtica
Porcina (NEP), una enfermedad crénica de tipo respiratorio con profundo impacto en la
produccién porcina a nivel mundial, y se identifica como uno de los principales agentes
patdgenos implicados en el Complejo Respiratorio Porcino (CRP). Asi mismo, es
considerado en el &mbito de la micoplasmologia, como una de las especies mas laboriosas

y exigentes para su aislamiento y cultivo.

Hasta el momento, Unicamente cuatro cepas de M. hyopneumoniae han sido
secuenciadas por completo por otros autores (cepa 232, 7448, J, y 168). Sin embargo, la
dificultad para obtener nuevas cepas de campo y para trabajar con este microrganismo,
supone una barrera para explorar las variaciones naturales que puede presentar M.
hyopneumoniae en determinadas regiones del genoma. En este trabajo, hemos querido
profundizar en el conocimiento de la Region Intergénica 16S-23S ARNTr y en el gen que
codifica el ARNr 23S en M. hyopneumoniae.

Para ello, hemos constituido un cepario de M. hyopneumoniae, empleando 11 cepas
anteriormente aisladas en el periodo 2003-2005, y 9 cepas de nuevo aislamiento, aisladas
entre 2006 y 2009. En 2006, el aislamiento de nuevas cepas se realizo a través de muestras
remitidas desde mataderos de Madrid y Zaragoza. Entre 2007 y 2009, a través de tres
rondas anuales de aislamientos, un total de 72 muestras fueron tomadas de 36 pulmones
seleccionados en el Matadero Insular de Gran Canaria. En 16/36 (44,44%) de los pulmones
muestreados se aislé una Unica especie de micoplasma porcino, mientras que 12/36
(33,33%) de los pulmones analizados, permitieron el aislamiento de dos especies
diferentes. Tan solo 8/36 (23,3%) de los pulmones fueron negativos en el aislamiento de

micoplasmas porcinos.

Obtuvimos 46/72 (63,89%) aislamientos positivos, de los cuales 34/46 (73,91%)
fueron cepas puras de micoplasmas porcinos. M. hyopneumoniae fue aislado en 19/46
(41,3%) de las muestras positivas, obteniendo 7/46 (15,22%) cepas puras. M. hyorhinis fue
el agente mas aislado 35/46 (76,08%), tanto en solitario como en cultivo mixto con M.
hyopneumoniae. Tan s6lo 3/46 (6,52%) correspondieron a cepas puras de M. hyosynoviae,
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Resumen

mientras que M. flocculare Unicamente fue identificado en 1/46 (2,17%) de las muestras

positivas, en cultivo mixto con M. hyopneumoniae.

Los métodos tradicionales de tipificacion funcional microbiolégica, y el empleo
diagnostico de la Reaccion en Cadena de Polimerasa de tipo convencional, asi como a
tiempo real (PCR y g-PCR) fueron aplicados con éxito a la hora de discriminar
aislamientos de cultivos mixtos y de verificar la pureza de las cepas obtenidas en este

estudio.

Un total de 20 cepas de M. hyopneumoniae fueron seleccionadas para el analisis de
la Regidn Intergénica 16S-23S ARNr. La mayoria (14/20) muestran el patrén secuencial de
la cepa virulenta 7448, o coinciden con el patrén de la cepa no virulenta J (2/20). No hubo
correspondencia exacta con los patrones descritos para las cepas 232 y 168. Dos nuevos
patrones secuenciales fueron identificados en 3/20 y 1/20 de las cepas de campo. Los 6
patrones secuenciales analizados muestran un tamafio variable de 486 a 495 nucledtidos,

con sustituciones directas de nucleétidos y adiciones o delecciones.

Seleccionamos 14 de las 20 cepas de M. hyopneumoniae para obtener la secuencia
del gen que codifica el ARNr 23S. La extensa longitud de este gen (2902 pares de bases) se
secuencié mediante ensamblaje de las secuencias obtenidas por amplificacion de Reaccién
en Cadena de Polimerasa (PCR) de 6 fragmentos génicos correlativos superpuestos,
utilizando cebadores publicados por otros autores y cebadores de nuevo disefio. Diez
patrones secuenciales, diferentes a los descritos para las cepas 232, 7448, J, y 168, fueron
identificados. En andlisis conjunto, al menos 22 posiciones de nucledtidos en la secuencia,

muestran variacion entre 2 y 3 nucledtidos posibles.

En base a las divergencias en los patrones secuenciales de este gen, ha sido posible
establecer una nueva secuencia, sefialando estas 22 posiciones con los codigos de
polimorfismos, asi como una secuencia consensuada para este gen en M. hyopneumoniae.
El estudio del dendrograma resultante, permite aglutinar en 4 grandes grupos todas las
cepas analizadas, mientras que el estudio comparativo de los patrones secuencias permite

determinar el grado de similitud entre las mismas (99,6% a 99,9%) y detectar la presencia
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de mutaciones puntuales relacionadas con resistencias a antibioticos aportadas por otros
autores. La relativa estabilidad de este gen, y la presencia de mutaciones puntuales, no
parece guardar correlacion con el patron secuencial de la Region Intergénica 16S-23S
ARNTr.

Con el proposito de profundizar en el analisis taxondémico inter-especie de los
micoplasmas porcinos, se secuencid el gen que codifica el ARNr 23S, mediante la
amplificacion por PCR de 6 fragmentos génicos correlativos superpuestos, empleando

cebadores publicados por otros autores y cebadores de nuevo disefio.

Para M. hyorhinis, se secuencid este gen para la cepa de referencia BTS-7. Esta
nueva secuencia, fue analizada en conjunto con las cepas secuenciadas por otros autores
(GDL-1, MCLD, HUB-1) y una secuencia parcial, de una variante de la cepa BTS-7
mutante por seleccion frente a antibioticos, encontrando 2, 3 6 5 nucleétidos diferentes por
sustitucion directa, asi como delecciones, para un tamafio variable de 2894 a 2985

nucledtidos.

En el caso de M. flocculare, se empled la cepa de referencia MS42 y se compard
con la secuencia publicada en 1994 del gen ARNr 23S de esta cepa. Al menos 29 puntos de
discrepancia entre ambas secuencias de nucledtidos se han observado, a lo largo de los
2901 nucledtidos de este gen, en forma de sustituciones directas o delecciones. Dado que
no ha sido publicada hasta el momento la secuenciacién completa de este microrganismo,

proponemos esta nueva secuencia como revision a la secuencia anteriormente publicada.

M. hyosynoviae y M. hyopharyngis son dos especies relativamente poco estudiadas,
sobre las que no se ha publicado su secuenciacion gendémica completa, ni del gen que
codifica el ARNr 23S. Empleando las cepas de referencia S16 y H3-6B F, aportamos por
vez primera la secuencia completa de este gen, con una longitud de 2908 y 2882

nucleotidos respectivamente.

Las secuencias obtenidas para el gen que codifica el ARNr 23S para cada una de las

cepas de referencia de estos micoplasmas porcinos, fue analizada en conjunto con la
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secuencia “consenso” elaborada a partir de todos los patrones secuenciales identificados en
M. hyopneumoniae. La estructura del dendrograma y los valores porcentuales de similitud
entre especies empleando este gen, se asemejan notablemente a los que pueden ser

elaborados a partir de gen que codifica el ARNr 16S.

El anélisis realizado, comparé ambos genes ARNr (16S y 23S) como herramientas
filogenéticas independientes. En base al gen ARNr 23S, se aprecia un ligero incremento
(0,6% a 4,5%) en la similitud de los micoplasmas porcinos, con dos Unicas excepciones: la
comparacion taxondmica entre M. hyopneumoniae y M. flocculare, con un mismo valor de
similitud (96,3%) en ambos modelos taxonémicos, y la comparacion entre M. hyorhinis y
M. hyosynoviae, cuya similitud decrecié un 1,6% respecto al modelo basado en el gen
ARNr 16S. La comparacién de las secuencias génicas ARNr 16S y 23S, respecto a las
correspondientes en E. coli, reveld que la proximidad filogenética tiende a reducirse (1,8%
a 3,3%) para 4 de estos micoplasmas porcinos, siendo la secuencia de M. hyopharyngis la

Unica que incrementa su similitud con E. coli (0,8%) en base al gen ARNr 23S.

De manera adicional, algunos de los cebadores disefiados en este estudio para
protocolos de PCR convencional, podrian ser aplicados con éxito para uso diagndstico en
aislamiento y cultivo de micoplasmas porcinos. Empleando la informacion obtenida de la
Region Intergénica 16S-23S ARNTr y de las zonas mas variables inter-especie del gen que
codifica el ARNr 23S, es posible determinar regiones altamente conservadas sobre las que
emplear cebadores de tipo especifico para M. hyopneumoniae y otros micoplasmas

porcinos.

Dado que la caracterizacion oficial de nuevas especies del Género Mycoplasma,
préximamente tomara como criterio sustitutivo de las pruebas serolégicas la aportacién de
los genes ARNTr 16S, 23S vy la region Intergénica entre ambos, este trabajo pretende arrojar
un mayor conocimiento en las variaciones naturales del gen que codifica el ARNr 23S en
M. hyopneumoniae, y afiadir un punto de apoyo en posteriores analisis filogenéticos de M.
hyorhinis, M. flocculare, M. hyosynoviae y M. hyopharyngis, y resaltar la importancia de
integrar el gen ARNr 23S como herramienta complementaria en la taxonomia tradicional

fundamentada en el uso del gen ARNr 16S.
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Summary

Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of enzootic pneumonia (EP), a
chronic respiratory disease with profound impact on pig production worldwide, and it is
identified as one of the main pathogens involved in the Porcine Respiratory Disease
Complex (PRDC). It is also considered in the field of mycoplasmology, as one of the most

time consuming and fastidious species for their isolation and culturing.

So far, only four strains of M. hyopneumoniae have been completely sequenced by
previous authors (strains 232, 7448, J, and 168). However, the difficulty in obtaining new
field strains and to work with this microorganism, is a barrier to explore the natural
variations that may occur in certain regions of the genome of M. hyopneumoniae. In this
work, we wanted to deepen the knowledge of the 16S-23S intergenic region and the gene

encoding 23S rRNA in M. hyopneumoniae.

To do this, we have established a culture collection of M. hyopneumoniae, using 11
strains previously isolated in 2003-2005, and 9 new isolated strains obtained between 2006
and 2009. In 2006, the isolation of new strains was performed using samples sent from
slaughterhouses of Madrid and Zaragoza. Between 2007 and 2009, through three annual
rounds of isolations, a total of 72 samples were taken from 36 selected lungs in the
Slaughterhouse of Gran Canaria. In 16/36 (44.44%) of the lungs sampled, a single porcine
mycoplasma species were isolated, while 12/36 (33.33%) of the lungs analyzed, allowed
the isolation of two different species. Only 8/36 (23.3%) of the lungs were negative in the

isolation of porcine mycoplasmas.

We obtained 46/72 (63.89%) positive isolates, of which 34/46 (73.91%) were pure
strains of porcine mycoplasmas. M. hyopneumoniae was isolated in 19/46 (41.3%) of the
positive samples, obtaining 7/46 (15.22%) pure strains. M. hyorhinis was the most isolated
agent 35/46 (76.08%), either alone or in mixed culture with M. hyopneumoniae. Only 3/46
(6.52%) were pure strains of M. hyosynoviae, while M. flocculare was identified in only

1/46 (2.17%) of the positive samples, in mixed culture with M. hyopneumoniae.

XXI



Summary

The traditional methods of microbiological functional characterization and
diagnostic use of conventional and real time Polymerase Chain Reaction (PCR and g-PCR)
were successfully applied to discriminate mixed cultures and verify the purity of the strains

obtained in this study.

A total of 20 strains of M. hyopneumoniae were selected for analysis of the 16S-
23S intergenic region of rRNA. The majority (14/20) shows the sequential pattern of the
pathogenic strain 7448, or match the pattern of non-pathogenic strain J (2/20). No exact
correspondence were found with the patterns described for strains 232 and 168. Two new
sequential patterns were identified in 3/20 and 1/20 of field strains. The 6 sequential
patterns analyzed show a variable size of 486-495 nucleotides, differentiating by direct

nucleotide substitutions and additions or deletions.

Select 14 of the 20 strains of M. hyopneumoniae to obtain the sequence of the gene
encoding 23S rRNA. The extensive length of this gene (2902 pb) was sequenced by the
assembly of sequences obtained by amplification of Polymerase Chain Reaction (PCR) by
6 correlative overlapping gene fragments using primers published by other authors and
newly designed primers. Ten sequential patterns, different from those described for strains
232, 7448, J, and 168, were identified. In the pooled analysis, at least 22 nucleotide

positions in the sequence, show variation between 2 and 3 possible nucleotides.

Based on the differences in sequential patterns of this gene has been possible to
establish a new sequence, indicating these 22 positions with polymorphisms codes, as well
as a consensus sequence for this gene in M. hyopneumoniae. The study of the resulting
dendrogram, can bind into 4 large groups all strains tested, while the comparative study of
sequence patterns allows to determine the degree of similarity between them (99.6% to
99.9%) and the presence of point mutations associated with resistance to antibiotics
contributed by other authors. The relative stability of this gene, and the presence of
mutations, does not seem to correlate with the sequential pattern of the 16S-23S intergenic

region rRNA.
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In order to further analyze taxonomic inter-porcine mycoplasma species, sequenced
the gene encoding 23S rRNA was sequenced, by PCR amplification of 6 overlapping gene

fragments, using primers published by other authors and newly designed primers.

The 23S rRNA gene was sequenced on BTS-7 reference strain for M. hyorhinis.
This new sequence was analyzed in conjunction with strains previously sequenced by
others (strains GDL-1, MCLD, HUB-1) and a partial sequence of a variant BTS-7 strain,
an antibiotic resistance mutant, finding 2, 3 or 5 different nucleotide along sequences, by

direct nucleotide substitution and deletions for a variable size of 2894 to 2985 nucleotides.

Strain reference MS42 was used in the case of M. flocculare and compared to the
sequence published in 1994 of 23S rRNA gene for this same strain. At least 29 points of
discrepancy between the two nucleotide sequences have been observed throughout the
2901 nucleotides of this gene, differing by direct replacements or deletions. Since so far it
has not been published complete sequencing for this microorganism, we propose this

sequence as a revision to the previously published sequence.

M. hyosynoviae and M. hyopharyngis are two relatively little studied species, for
which no full genomic sequence are published, nor the gene encoding the 23S rRNA.
Using reference strains S16 and H3-6B F, we provide first complete sequence of this gene,

with a length of 2908 nucleotides and 2882 respectively.

The obtained sequences for the gene encoding the 23S rRNA for each of the
reference strains of these swine mycoplasmas was analyzed in conjunction with the
"consensus" sequence drawn from all sequential patterns identified in M. hyopneumoniae.
The structure of the dendrogram and the percentage values of similarity between species
using this gene are remarkably similar to those that can be produced from the gene
encoding 16S rRNA.
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The analysis, compared both rRNA genes (16S and 23S) as independent
phylogenetic tools. Based on 23S rRNA gene, there was a slight increase (0.6% to 4.5%)
on the similarity of swine mycoplasmas, with two exceptions: the taxonomic comparison
between M. hyopneumoniae and M. flocculare, with the same similarity value (96.3%) in
both taxonomic models, and the comparison between M. hyorhinis and M. hyosynoviae,
whose similarity decreased by 1.6% compared to the model based on the 16S rRNA gene.
Comparison of the 16S and 23S rRNA gene sequences to the corresponding E. coli,
revealed that the phylogenetic proximity tends to be reduced (1.8% to 3.3%) for 4 of these
swine mycoplasmas, M. hyopharyngis being the only se