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Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45 de
la Decisidon 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcién: Folios 47 a 92 06/Mayo/2010

Reivindicaciones: Folios 93 a 97 06/Mayo/2010
Folios 140 a 142 11/Noviembre/2011

Prioridad: US 60/985,811 06/Noviembre/2007

2. Analisis de la Prioridad

Se acepta la reivindicacion de prioridad porque esta solicitud fue presentada dentro del
plazo establecido (Art. 9 D 486) y su contenido técnico corresponde con el de la
prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invencién

Titulo de la solicitud: “Vacuna Viva Avirulenta de Mycoplasma Hyopneumoniae con
Adyuvante”.

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de proporcionar
composiciones inmunogénicas o de vacuna, preparadas a partir de Mycoplasma
hyopneumoniae avirulento con adyuvante, que proporcionen eficacia contra cepas
virulentas de M. hyopneumoniae, previniendo y/o minimizando de esta manera la
gravedad de la enfermedad producida por este organismo o mejorando al menos un
sintoma asociado con la enfermedad.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona composiciones
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inmunogénicas o de vacuna que comprenden una cantidad inmunologicamente eficaz

de Mycoplasma hyopneumoniae vivo avirulento y un adyuvante biolégicamente
aceptable.

El objeto de la presente solicitud se relaciona con la Clasificacién Internacional de
Patentes (CIP): A61K 39/02; CO7K 14/30.

4. De la Solicitud de Patente

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

No es clara la diferencia entre una composicion para inducir una respuesta inmune anti-
Mycoplasma hyopneumoniae de la reivindicacion 1y una composicién inmunogénica de
la reivindicacién 14, y puesto que en el primer caso se hace referencia a el uso de la
misma, se sugiere encabezar la reivindicacién principal como: “Una composicion
inmunogénica”.

La reivindicacion 1 no es concisa porque se refiere a una cantidad eficaz de una cepa
viva avirulenta de Mycoplasma hyopneumoniae y un adyuvante biolégicamente
aceptable, esta forma de reivindicar no es adecuada porque no se estan incluyendo las
caracteristicas técnicas de la invencion y se da lugar a un sinniimero de composiciones
que no encuentran soporte en la descripcion. Se sugiere al solicitante caracterizar la
composicion inequivocamente teniendo en cuenta que la cepa se define por su material
genomico caracterizado por su secuencia de nucleétidos.

El término. “aproximadamente” de las reivindicaciones 2, 3, 9, 10, 17 y 18 es impreciso,
por lo cual no permite distinguir la invencion del estado de la técnica. Se sugiere
sustituirlo por un término preciso o un rango concreto

Los porcentajes de homologia y de identidad polimérfica de las reivindicaciones 2 y3
no son aceptables porque no corresponden a una secuencia o cepa especifica.

La reivindicacion 2 se refiere a una cepa que comprende una secuencia de acido
nucleico que solo se esta definiendo como la “cepa J”, esta forma de definir no es
adecuada porque no se estan definiendo las caracteristicas técnicas. Se sugiere al
solicitante definir la secuencia de nucledtidos exacta e incluirla en la reivindicacién
principal puesto que es una caracteristica esencial de la invencion.

No se observa ninguna diferencia entre la materia reclamada en la reivindicacién 4 y5
Se sugiere al solicitante eliminar una de estas reivindicaciones o realizar las
aclaraciones necesarias.

En las reivindicaciones 7 — 10 y 15 — 18 se utilizan las abreviaturas SL-CD y SP-Qil,
respecto a lo cual se requiere al solicitante utilizar los nombres completos o definir su
composicion.

No se encuentra soporte descriptivo para la composicion de las reivindicaciones 11y 19
que contenga ademas bacterias vivas, bacterinas y/o toxoides, ademés esta forma de
definir no permite caracterizar inequivocamente los ingredientes de la composicion.
Debido a la falta de soporte en la descripcién de la obtencidén o prueba de una
composicidn como la reclamada en estas reivindicaciones, se sugiere eliminarias del
alcance del pliego reivindicatorio.

La reivindicacién 12, 13, 20 y 21 se refieren a antigenos que no se encuentran
caracterizados. Se recuerda al solicitante que un antigeno se define por su secuencia
especifica de aminoacidos.
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Las reivindicaciones 12 y 20 se refieren a una composicién que ademas comprende
uno 0 mas antigenos virales que se encuentran definidos de forma general por el tipo
de antigeno, en el capitulo descriptivo solo se encuentra soporte para cuando el
antigeno de circovirus porcino es una quimera de tipo1 - tipo2 de circovirus porcino, por
lo cual se sugiere restringir la solicitud a una razonable generalizacién de lo que se
encuentra debidamente soportado en el capitulo descriptivo, definiendo el antigeno por
su secuencia de aminoacidos.

Descripcion (Art 28 D 486)

Dado que esta solicitud se refiere a antigenos y material biolégico, deben presentarse
las listas de las secuencias de aminoacidos y nucleétidos en forma separada de la
descripcidn, bajo el titulo: “Listado de secuencias” y anexarlas en formato digital.

Debido a que la solicitud se refiere a material bioldgico, es necesario presentar el
Certificado de Deposito para las cepas ATCC 25934 y 27715.

Se requiere al Solicitante hacer las aclaraciones necesarias.

5. Determinacion del Estado de la Técnica

El estado de la técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la
solicitud de prioridad: 06/Noviembre/2007 y se encontraron los siguientes documentos
que anticipan el objeto de esta solicitud:

Item Documento Titulo Fecha de Publicacion

Temperature-Sensitive Live Vaccine
D1 WO 02/10343 for Mycopalsma Hyopneumoniae 07/Febrero/2002

D2 US 2007/0253981 Canine Influenza Virus 01/Noviembre/2007

D1 http://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/originalDocument?CC=WO&NR=0210343A2&KC=A
28FT=D&ND=3&date=20020207&DB=EPODOC&Iocale=en_EP divulga (Pag. 3, lineas 16 - 24)
una preparacion de vacuna que contiene una bacterina viva sensible a la temperatura
de Mycoplasma hyopeumoniae en combinacion con un vehiculo fisiolégicamente
aceptable. La preparacion puede contener un adyuvante inmunoldgico y un agente
infeccioso que puede ser Borderellla bronchiseptica, Pasteurella multocida tipo Ao D, o
Haemophilus parasuis.

D2http:/iworldwide. espacenet.com/publicationDetails/originalDocument?CC=US&NR=200725398 1A1&KC
=A18FT=D&ND=3&date=20071101&DB=EPODOCAlocale=en EP divulga (Resumen: Péag. 10,
parrafo 65) una vacuna para la influenza canina que comprende agentes capaces de
aumentar la respuesta inmune celular como SP oil.

6. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)

Novedad (Art 16 D486)

La reivindicacion 1 consiste en una composicion para inducir una respuesta inmune
anti-Mycoplasma hyopneumoniae en un animal, comprendiendo dicha composicion una
cantidad inmunologicamente eficaz de una cepa viva avirulenta de Mycoplasma
hyopneumoniae y un adyuvante biolbgicamente aceptable.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas esenciales D1
Una composicién que comprende: Una composicién que comprende:
Una cantidad inmunolégicamente eficaz de una Una bacterina viva sensible a [a temperatura
cepa avirulenta de Mycoplasma hyopneumoniae | de Mycoplasma hyopneumoniae
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Caracteristicas esenciales ' L D1
Un adyuvante biolégicamente activo __Un adyuvante inmunoldégico

Las caracteristicas esenciales de la composicion de la reivindicacion 1 habian sido
divulgadas previamente en el documento D1, el cual da a conocer una preparacion de
vacuna que contiene una bacterina viva sensible a la temperatura de Mycoplasma
hyopeumoniae y un adyuvante inmunolégico (Pag. 3, lineas 16 — 24: Pags. 10 - 12,
ejemplo 3; Pag. 16, reivindicaciones 3 - 5).

El documento D1 también revela adyuvantes como el carbopol (Pag. 6, linea 33); y la
combinacion con otros agentes infecciosos como Borderellla bronchiseptica,
Pasteurella multocida tipo A o D, o Haemophilus parasuis (Pag. 3, lineas 20 — 24)

En consecuencia, la reivindicacion 1 no es nueva segln lo divulgado en el documento
D1.

Las reivindicaciones dependientes 7. 11, 14 y 19 no mencionan alguna caracteristica
que haga nueva a la composicién de la reivindicacion 1, por lo cual se considera que no
son nuevas.

Nivel Inventivo (Art18 D486)

La reivindicacion 2 consiste en la composicion de la reivindicacion 1, en la que la cepa
viva avirulenta de Mycoplasma hyopeumoniae es una cepa cuyo genoma comprende
una secuencia de acido nucleico que tiene homologia de al menos aproximadamente
90% con la secuencia de acido nucleico de una cepa J de referencia.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales. cor las del Estado de ia Técnica:

Caracteristicas esenciales ) D1 B

_ Una composicién que comprende: Una composicion que comprende:
Una cepa viva avirulenta de Mycoplasma
hyopneumoniae cuyo genoma tiene una
homologia de al menos aproximadamente 90%
con la secuencia de &cido nucleico de la cepa J
Un adyuvante bioldégicamente aceptable | Un adyuvante inmunolégico

Una bacterina viva sensible a la
temperatura de Mycoplasma
hyopneumoniae

Elf documento D1 se considera el estado de la técnica cercano a la invencién definida
en la reivindicacion 2 porque divulga una preparacion de vacuna que contiene una
bacterina viva sensible a la temperatura de Mycoplasma hyopeumoniae y un adyuvante
inmunolégico (Pag. 3. lineas 16 — 24; Pags. 10 - 12, ejemplo 3; Pag. 16,
reivindicaciones 3 — 5).

El documento D1 también ensefia las ventajas de una vacuna viva, refiriéndose a que
las mutantes que son sensibles a la temperatura y que no crecen a la temperatura
normal de los cerdos puede crecer in vitro a temperaturas mas frias (Pag. 4, lineas 27 -
33).

La diferencia entre la invencion, definida en la rewindicacion 1 y la composicion del
documento D1 consiste en que se utiliza la cepa J de Mycoplasma hyopeumoniae.

No se observa ningin efecto técnico generado por la composicién de la cepa J de
Mycoplasma hyopeumoniae.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se

puede formular asi: “como obtener una composicion de una cepa viva de Mycoplasma
hyopeumoniae alternativa a la conocida en el documento D1".
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Sin embargo, el documento D1 ensefia que cepas adecuadas de M. hyopeumoniae
pueden ser obtenidas de diferentes fuentes como los depdsitos ATCC y NRRL (Pag. 5,
lineas 20 — 22) y la cepa J es conocida por la persona normalmente versada en la
materia, asi como su deposito ATCC 25934'". Por lo tanto, la composicién de la
solicitud corresponde a una alternativa que en ausencia de soporte de algun efecto
técnico inesperado o la solucién a algin problema técnico carece de nivel inventivo.

Respecto a la composicién gue comprende ademas otros antigenos como el virus de la
gripe porcina, virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino, virus de la viruela
del mapache etc., se aclara que la combinacion de varios antigenos en una
composicion es una practica comun en el campo técnico, y puesto que no se observa
ningun efecto técnico inesperado tal como sinergia, disminucidn de dosis, etc., tampoco
le otorgan nivel inventivo a fa composicién de la solicitud.

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria una
cepa de Mycoplasma hyopeumoniae conocida en la técnica como la cepa J en la
composicion del documento D1 para llegar asi a la composicion alternativa de la
reivindicacion 2 de la solicitud. Por lo cual se considera obvia.

Puesto que las reivindicaciones dependientes 3 — 6, 12 y 13 no mencionan
caracteristicas inventivas adicionales tampoco se pueden considerar inventivas.

Conclusién:
Las reivindicaciones 2 - 6, 12 y 13 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero no
cumplen con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

La reivindicacion 8 consiste en: La composicién de la reivindicaciéon 7, en la que dicho
adyuvante biolégicamente aceptable comprende SP-Oil.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas esenciales | D1 D2
- Una vacuna para
. n mposician . .
Una composicién que comprende: Una co po~s cion que influenza canina que
comprende: .
comprende:
Una cantidad inmunoldgicamente Una bacterina viva sensible a
eficaz de una cepa avirulenta de la temperatura de Mycoplasma | No se mencicna
Mycoplasma hyopneumoniae hyopneumoniae
SP-Oil Un adyuvante inmunolégico SP oil

El documento D1 se considera el estado de la técnica cercano a la invencion definida
en la reivindicacién 2 porque divulga una preparacion de vacuna que contiene una
bacterina viva sensible a la temperatura de Mycoplasma hyopeumoniae y un adyuvante
inmunolégico (Pag. 3, lineas 16 — 24; Pags. 10 - 12, ejemplo 3; Pag. 16,
reivindicaciones 3 - 5).

La composicion de la reivindicacion 8 se diferencia de las composiciones de D1 en que
como adyuvante se utiliza SP-Oil.

El hecho de utilizar como adyuvante SP-Oil en la composicién que se daba a conocer
en D1, causa que las composiciones tengan la capacidad de aumentar la respuesta
inmune.

(1) VASCONCELOS A. ET AL, “Swine and Poultry Pathogens: The Complete Genome Sequences of Two
Strains of Mycoplasma hyopneumoniae and a Strain of Mycoplasma synoviae”, Journal of Bacteriology,
Vol. 187, No. 16, 2005, Pags. 5568 - 5577.
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Por tanto, el problema técnico objetivo consiste en “cémo modificar la composicion del
documento D1 para aumentar la respuesta inmune”.

El documento D1 ya divulgaba el uso de adyuvantes para aumentar la respuesta
iInmune (P&g. 6, linea 25 - P4g. 7, linea 3) y el documento D2 que divulga una vacuna
para la influencia canina (Resumen) y revela agentes para aumentar la respuesta
inmune celular como el SP oil (Pags. 9y 10, parrafo 65).

Respecto a la composicion que comprende ademas otros antigenos como el virus de la
gripe porcina, virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino. virus de la viruela
del mapache etc., se reitera que la combinacién de varios antigenos en una
composicion es una practica comun en el campo técnico, y puesto que no se observa
ningun efecto técnico inesperado tal como sinergia, disminucién de dosis, etc., tampoco
le otorgan nivel inventivo a la composicién de la solicitud.

La reivindicacion es obvia, porque la persona del oficio normalmente versada en la
materia enfrentada al problema de aumentar la respuesta inmune, incluiria el adyuvante
SP oil que se revela en el documento D2, dentro de las composiciones que se ensenan
en D1, logrando de esta forma la composicion objeto de la reivindicacién 8. Por lo cual
la composicion de la Reivindicacién 8 carece de Nivel Inventivo.

Puesto que las reivindicaciones dependientes 9. 10 y 15 — 21 no mencionan
caracteristicas inventivas adicionales tampoco se pueden considerar inventivas.

Conclusion:

Las reivindicaciones 8 — 10y 15— 21 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero no
cumplen con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

7. Conclusion

Los requisitos de Patentabilidad de la presente Solicitud estan afectados asi:

itern Documento __Reivindicaciones afectadas  Requisito que afecta
LT at419 Novedad
o Pr o W002/10343 2-68-1012 13 15-21___ Nivel Inventivo
D2 US 200770253981 8-10.15-21 Nivel Inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicacion. En caso de
no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran
los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ). del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista, de fecha

El
_ 18 0ocn. ww

Elaborado por' Jeny Paola Villate Becerra - V‘”‘*R
Revisado por: Consuelo Leguizamén “x
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This work reports the results of analyses of three complete mycoplasma genomes, a pathogenic (7448) and
a nonpathogenic (J) strain of the swine pathogen Mycoplasma hyopncumoniae and a strain of the avian
pathogen Mycoplasma synoviae; the genome sizes of the three strains were 920.079 bp. 897,405 bp, and 799.476
bp, respectively. These genomes were compared with other sequenced mycoplasma genomes reported in the
literature to examine several aspects of mycoplasma evolution. Strain-specific regions, including integrative
and conjugal elements, and genome rearrangements and alterations in adhesin sequences were obsened in the
M. hyopneumoniae strains, and all of these were potentially related to pathogenicity. Genomic comparisons
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revealed that reduction in genome size implied loss of redundant metabolic pathways. with maintenance of
alternative routes in different species. Horizontal gene transfer was consistently observed between M. synoviae
and Mycoplasma gallisepticum. Our analyses indicated a likely transfer event of hemagglutinin-coding DNA
sequences from V. gallisepticum w M. synoviae.
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TABLL 1. General characteristics of the genomes of
M. hvopneumoniae strains J and 7448 and M. synoviae®

Characieristic Mhy-T  Mhy-P Msy

Total length (base pairs) 897,405 920,079 799476
G+ C content {“7) 28 28 28
Total no. of CDSs 679 681 694
Genomie constituting coding regions (%) htd hi 91
Average CDS length (base pairs) 1178 1,196 1058
No. of known proteins 412 421 464
No. of conserved hvpothetical proteins 109 105 167
No. of hypothetical proteins 138 1835 63
No. of rRNAs

165 1 1 2

238 1 ] 2

58 1 1 3
No. of tRNAs 30 30 34
No. of insertion sequences”

1S3 2 t 0

tMH 4 2 0

ISMhp] 14 In 13

“ Ahbreviations: Mhy-5 M inoprermoniae strain L Mby-Po M voprewmoniae
strain 74480 My, AL svrovioe,

" Number of copies of different insertion sequence famitics The number of
detective copies is shown in parentheses,

Nucleotide sequence nccession numbers. Scquence data reported in this paper
were deposited in GenBank (accession nos. AT017243. AT017243. and
AE(1724%). Sequence and annotation data are available at htiprirvww.brgene
InechrfinalMS (M. svioviae), hitpywww.genesulincebrfinalMH (M. Avopnen-
moniae strain 1), and hilp: www.genesullnce brifimalMP (A hvopreaenoniue sirain
7448).

RESULTS AND DISCUSSION

Features of the M. hvopnewmoniae strain J, M. hyopneu-
moniae strain 7448, and M. synoviae genomes. The main fea-
tures of the three newly sequenced genomes are shown in
Table 1. Clustering analysis of M. synovige, M. ivopneumoniae
strains J, 7448, and 232 (35), and cight other mycoplasma
genomes (Mycoplasma pneumoniae M129, Mycoplasma pulmo-
nis UAB CTIP, Mvcoplasma penetrans HF-2, Mycoplasma geni-
taliwm G37. Mycoplasma gallisepticum R, Mycoplasma myveoides
subsp. mycoides SC PG, Mycoplasma mobile 163K, and Urea-

J. BaCTERIOL.

Plasma urealviicum serovar 3) revealed 235 orthologous clus-
ters. A comparison of the number of CDSs in all sequenced
mycoplasma genomes is shown in Table 2.

Genome-specific regions and rearrangements in M. hyo-
pneumoniae strains. Comparison of the three M. hvopreu-
moniae strains provided evidence of intraspecific rearrange-
ments, resulting in strain-specific gene clusters (Fig. 1). This
was the case for a 16-kb region of M. hyopneumonive strain I,
containing 15 CDSs, most of which encoded tvpe HI restric-
tion-modification (R-M) system components and  putative
transposases. M. hyopneumoniae strain 7448 contained a spe-
cific 22.3-kb region similar to the integrative conjugal element
(ICEF) of Mycoplasma fermentans (7), which was designated
ICEH (for integrative conjugal element of M. hvopneumoniae).
ICEH contained 14 CDSs, four of which similar to rra genes,
usually associated with bacterial conjugative plasmids. and
another encoding a single-strand binding protein (SSB), an es-
sential protein for the transfer process. Direct repeat
sequences (TAGATTTTT). generated by target site duplica-
tions, flanked ICEH. This target sitc was Jocalized in the ho-
mologous region of M. ivepnenmoniae strain J, pointing to the
muobthty of this element. kvidences for the presence of circular
extrachromosomal forms of ICEH in M. Ivapreiononiae strain
7448 and another unrelated, pathogenic Brazthan field isolate
of M. hvoprieumuonive were obtained by an inverted PCR assay
(results not shown ), indicating that this element might be func-
tionally active in these isolares. Morcover, we also observed a
region similar to ICEF in the genome of M. hyopnewmonive
strain 232. It has recently been demonstrated that some patho-
genic bacteria use the type IV secretion system, composed of
subunits related to the conjugation machinerv. for the deliverv
of effector molecules to host cells (16), and that this svstem
may be involved in pathogenesis (52). However. the involve-
ment of ICEH in pathogenesis through delivery of effector
molecules into cells remains to be explored. Other strain-spe-
cific differences included an inverted region of 243.104 bp in /.
hvopneumoniae strain 232 (Fig. 1) and less drastic rearrange-
ments between M. hyopneumoniae strains at five genomic re-
gions (Fig. 1: see Tables S1 to S3 in the supplemental mate-

TABLE 2. Compartson of the total number of CDSs in all scquenced myeoplasma genomes and number of exclusive CDSs per species”

Nooaf CDSs

Organism” GepBank accession no.
ﬂr()f}”
Mhy-J AE017242 G674
Mhy-P AE017244 681
Mhy-232 ALO17332 091
Msy AED17245 694
Mpu NCO2771 782
Mmo NCU0690S 633
Mpn NCOO091Z 689
Mge NCO0G08 454
My NC004829 726
Latr NCOO2162 614
Mpe NCO04432 1.037
NCO0S364 1.01¢6

Mmy

“ Data denved trom the GenBank database.,
5 Abbrevi

Conserved

Knsmn fepetercal Hypotheticai Exclusive
412 109 138 67
421 HN i35 S3
37 227 137 R
164 e 63 {50
GYS NG 204 24
A7 28 A7 i
428 15K 3 104
R tod 2 8
452 152 122 164
32 07 i8d 164
647 190 200 433
833 26 157 © 491

viations: Mhv, Mycoplasma hyopnewnoniae {strains J. 7448 [P]. and 232}, Msv., Mycoplayma wnoviae, Mge. Micoplasma genntalunz, Mpn, Mvcoplusma

preumoniae: Mga. Mycoplasma gallisepticun: Mpu, Myvcoplasma pudmonis: Mpe. Mycoplasm penetrany: My, Mveoplusma mivevudes: Mmo. Mycoplasma miabide: U,

Ureaplasia nrealyticion.
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TABLI 3. CDSs encoding adhesion-related proteins in different mycoplasma specics or strains

Protein Homims gieap

Presence of CDS encoding protein in mveoplasma®

Prcumoniae group

M- Mhv-P oMbyl M
Tip organelle-related proteins

Pi, Mgba ° L] . .
GapA

p2h. p32

Orf6. MgpC

CrmA

Himw]

Hmw2

Hmw3

Other adhesion-related proteins
LppS
LppT
p97
plo2
p21i6
pl4s
pl10 (yx1}
pld0/plio
p76
p2y
pos (Mpn)
p65 (Mhyv) . ) . .
P40
pS()
p6a
Vaa [
PyvpA

e 0 00 00
[ 20 BN BN BN BE AN
[ BK BE BN BN B BN ]

Npa N Mpn Mae Maa

M Other
Mpe  Ulur

. e e . ° ) » ° ® i Mpi)

] e ( Mco)

® {Mie)

® (Mag)
® (Mho)
.
. ' °
L ]

® (Mho)

“ Presence of CDSs encoding proteins related to the tip organelle or other previcusty deseribed adhesten-related proteins are indicated by dors, Question marks
indicate putative orthologous CDSs wirh relatively low similarity (between 30 and 357 at the armuno acid levelr Spevies names are mdicated in parentheses in the case
of CDSs identified in mycoplasmas whose genomes had not been previously sequenced (Mag Mycoplasing agaly e Meo, Mvcaplasma congrocrvae: Mie AT fennentas

Mho. Mveoplasma hominis, Mpi, Mycoplasima pinem), Qrthologs were idensified by BLAST. Aduitional abbreviations of m oplasma species desertbed e {abfe 2

{ooinote b.

monige strains 7448, 232, and J code for proteins with 10. 15,
and @ of the previously described R1 tandem repeats, respec-
tively: all three strains had more than the minimum number of
CDSs (8 CDSs) required for cilium binding (34). This indicates
that other adhesion determinants, with different characteristics

in M. invopneumoniae strains 7448, 232, and I, must be respon-
sible for their different adhesion properties. Differences between
the encoded adhesins and other putative virulence factors in M.
hvopnetmoniae strains 7448, 232, and J include variations in the
number of amino acid repeats between orthologous proteins (Ta-

TABLE 4. CDSs encoding proteins showing differences between M. ivopnesmoniaestrains J, 7448, and 232 with respect to
repetilive amino acid sequences”

CDS product’ Mhy-J CDS Mhy-P CDS Mhy-232 CDS

Known adhesins

pY7 adhesin MHJ0194 MHPO198 mhpl&3

p76 membranc protein precursor MHI0494 MHP0497 mhpdid

p216 surface protein MIIN493 MITP0496 uihpd93

pl46 adhesin-like protein MHIG663 MHP0663 mhp684
Membrane or putative membrane proteins

pYs outer membrane protein MHJunve MHPOR9 mhp280

Hypothetical protein MT1I0441 MITP0443 mhp445s

Hypothetical prolein MHJ0-444 MHP0445 mhpdd7

Hypothetical protein MHJ0350 MHPNO23S mhp366

Hypothetical protcin MHINO32 MHPOO26 mhp037

Hypothetical protein MHJ0662 MITPO6G2 mhphlR

Hypothetical protein MHI0442 MHP0444 mhp446
Other

Conserved hypothetical pratein MHJI0089 MHPOOO2 mhp287

* Abbreviations: Mhy-J, M. fivopneranoniae strain I, Mhy-P. A7 hvopneumoniae strain T44R; Mhy-2320 M. hvoprcumoniae strain 232

" The membrane character for hypothetical protems was established by PSORT,
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TABLI 3. Horizontally transferred regions between M. synoviae and M. gallisepticum

Species and Region —_— Product
region Start End Length
M. svnoviae

I 41155 47098 3043 ABC trunsporter. signal pepudase [ elongation faetor EF-G.
conseriod hyvpothetical proteins

2 80242 80947 703 Transposase

3 18553374 16994 Lo Conserved hvpotheticdl protem

4 221238 224926 3688 Putative siulidase. glyceraldehvde 3-phosphate dehydrogenase

3 31024 311541 517 Transposasc

0 320763 325527 4764 Conscrved hypothetical proteins

7 533311 534827 1516 Conserved hypothetical proteins (compositional bias)

8 535709 537101 1392 Conserved hypothetical proteins (compositional bias)

9 537179 537545 366 Conserved hypothetical proteins (compositional bias)

10 546230 547733 1503 Conserved hypothetical proteins (compositional bias)

11 549723 554763 5040 Conserved hypothetical proteins (compositional bias)

12 693080 693615 535 Conserved hypothetical protein (transposase)

13 693616 695386 1770 Conscrved hypothetical proteins (transposase)

14 Hemagglutinin cluster (codon bias)”

Total 29359 (221

AL galhseptionm

i RN 302080 RNy ABC trassporter. sinal pepridase 1. elongation tactor EF-G,
conselod ypotheucal protems

2 37250 373205 704 Tiansposase

3 370747 372370 1623 Conserved hypothetical protein

1 371204 774961 3607 Putative sialidase. ghyeeraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

5 400149 00682 333 Trunsposase

6 365139 369905 4766 Conserved hypothetical proteins

7 969572 971087 1515 Conserved hypothetical proteins

8 951348 952740 1392 Conserved hypothetical proteins

9 930904 951270 366 Conserved hypothetical proteins

1 947932 949436 1504 Conscrved hypothetical proteins

1 349890 354930 5040 Conserved hypothetical proteins

12 398943 399492 549 Conserved hypothetical protein (transposase)

13 401897 403633 1736 Conserved hypothetical protein (transposase )

14 Fhree hemaggiutinin CDSs”

Toral 29384 (2.58)

“ Due to the lurge extent of recombination in hemagglutinin clusters, a single region of horizontal transfer could not be identified. However. region 14 in this study
contains CDSs listed in Table 1 at hup/iwww.brgenc.nce br/finalMSjablel as cluster number 2,

* The genome percentage is shown in parentheses after the total length.

mycoplasmas (6). Sialidase cleaves terminal sialic acid residues
from sialoglycoconjugates, generating free sialic acid {a likely
nutrient). The M. synpvine genome region (216417 1o 224099)
contains five CDSs encoding enzymes involved in siulic acid
catabolism (sialic acid lvase, N-acetvimannosamide kinase.
N-acetylmannosamine-6-phosphate epimerase. glucosamine-6-
phosphate isumerase. and N-acetviglucosamine-6-phosphate
deacetylase). Some of these enzymes are found in selected
mycoplasmas (e.g.. M. iyopneumoniae, M. mycoides. and M.
penetransy, but nonc of them contains the CDS cluster found in
M. svnoviae, This suggests that sialic acid could be a substrate
for M. synovige growth, a hypothesis that can be addressed
experimentally.

Hemagglulinins play a fundamental role in the pathogenesis
of M_synoviae and M. gallisepticum, and their genes could have
been transferred between these species (3, 40). However, the
organization of hemagglutinin genes differs sharply in M. sv-
noviae and M. gullisepticim, the former with a single locus (1)
comprising 70 CDSs (see Fig. 1 in http:/www.brgene.Ince.br
finatMS/figl) and the latter containing 43 genes organized in

five loct (44). Whole-genome alignments of M. svnovige and M.
gallisepticum allowed the identification of three M. gallisepti-
cum hemagglutinin genes showing a strong similarity to the A.
syrevige hemagglutinin CDS cluster. Using the Tribe-MCL
algorithm, based on similarity data of the whele set of hemag-
glutinin CDSs of M. gallisepticion and M. svaoviae, three hem-
agghutinin CDS groups could be identified {see Table 1 at
htrp o www brgenc dnce brifinalMS tablel). The first one con-
tained 41 Mo anovae CDSs, the second contained 35 M. gul-
Usepticrm CDSs. and the third contained 29 M. swnoviae CDSs
and the 3 M. gallisepticum highly homologous CDSs found in
whole-genome alignments. These results, and additional phy-
logenetic and codon usage analyses, support the postulation of
a likely transfer event of hemagglutinin genes from M. galli-
sepricum o M. svnoviae,

Comparative genomics and evolution. A deeper understand-
ing of the genomic diversity and evolution of Afveoplusmuarales
is now possible by analyzing the available sequenced genomes
of species belonging to the Hominis clade (M. pulmonis. M.
hvopneumonive, M. svnoviae, and M. mobile) and the Pneu-
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for perpetuation across a wide host range. Despite their small
genomes, mycoplasmas showed a heterogeneous gene compo-
sition, with several species-specific genes whose identification
and functional characteristics might be helpful for the preven-
tion and treatment of discases caused by these bacteria. Our
analyses conflrmed the occurrence of high rates of genomic
rearrangemerits in mycoplasmas. which was demonstrated by
the presence of strain-specific regions in the three M. hvopreu-
montde strains: some of these regions were prohably involved
in rearrangements or pathogenesis. In fact, a variety of CDSs
coding for putative. outer membrane proteins. or adhesins.
were found tg contain motifs of repetitive sequences which
might have a role in their biological function or in antigenic
vartation. The presence of an ICEH element restricted to
pathogenic striains suggests its pussible role m pathogenicity.
For the first time. phyvlogenctic relationships of all sequenced
mycoplasma genomes were established on the basis of a con-
catenated data set, which resulted in a single, highly supported
tree. These data were used for estimating a time frame of
genome evolution, which added new insights to the evolution
of the Myveoplasmarales-Entomoplasmatales group. Our studies
provide evidence pointing to HGT as the process that provided
M. synoviae and M. gallisepticum with the capacity of infecting
the same host.

ACKNOWLEDGMENTS

The present and former stafts of the Ministério da Ciéncia ¢ Tec-
notogia (MCTYConselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq) are gratefully acknowledged for their strategic
vision and enthusiastic support. We are also indebted to Jucara Parra
(Ludwig Instituto for Cancer Rescarch) for administrative coordina-
tion. We thank the following individuals for technical and logistical
expert assistance: Antonio Carneito Kindermann (Centro de Biotec-
nologia. Universidade Federal do Rio Grande do Sul); Marni Ramen-
zoni (CNPSA.EMBRAPA): José Fernando L. Machado. Ir., and Jodo
Francisco Valiati (Instituto de Informdtica. Universidade Federal do
Rio Grande do Suly; Artur Luiz da Costa da Silva. Maria Silvanira
Ribeiro Barbosa. and Juliana Simao Nina de Azevedo (Unnersidide
Federal do Para, Belém, PA. Brazil); Jacgucline da Sihva Batista. Jorgu
Ivan Rebelo Porto. José Antonio Alves Gomes. Alevandra Regina
Bentes de Sousa. Naiara Alessandra Bertucchi Vogt, Tatiana Leite
Mardo, Audrey Alenvar Arruda d'Assungdo, and Kvara de Aquinoe
Formiga {Instituta Nacional de Pesquisas da Amazonias: Mario Stem.
del (Universidade Federal de Santa Catarina); Janice Stiva Sales (Uni-
versidade Federal de Alagoas): Emanuel Maltempi de Souza (Univer-
sidade Federal do Parund). Raguel Liboredo Santos (Universidade
Federal de Minas Gerais): Carlos Alfredo Galindo Blaha and Marbela
Marta Fonseca (Uiniversidade Federal do Rio Grande do Norte):
Carla Cristing Jatemichuk, Luiz Renato Kotlevski. Jr.. and Rofael
Andrzejewski (Pontiffcia Universidade Catdlica do Parana): Ebert
Scixas Hanna (Universidade de Sao Paulo); Michelle Maia Jardim and
Raquel Liboredo Santos (Universidade Federal de Minas Gerais): and
Julte Aranpe and Edson Rondinelli { Universidade Federal do Rio de
Janeiro). ‘

This work was undertaken by the Brazilian National Genome Pro-
gram (Southern Network for Genome Analysis and Brazilian National
Genome Project Consortium) with funding provided by MCT/CNPq
and SCT/FAPERGS (RS).

REFERENCES

1. Allen, J. L.. A. H. Noormohammadi, and G. F. Browning. 2003, The vlhA loci
of Mycoplasma sinovine are confined 10 4 restricted region of the genome.
Microbiology 151935-940, )

Almeida. L. G.. R, Paixan, R. C. Seuza, G. C. Costa, F. I. Barrientos. M. T.
Santos, D. K. Almeidu, and A.T. Vaseoncelos. 2004, A Svstem for Awomated
Bacterial  {genome) Integrated  Annotation—S$SABIA.  Bininiormatics
228322833,

1

16.

7.

<

14

b Bacrem

. Andersson, 8. G.. and C. G, Kurfand. 1998, Reductive evolution of resident

genomes. Trends Microbiol, 6:203- Zob,

. Battistuzzi, ¥. U, A. Feijao, and S. B. Hedges, 9 November 2004 posting

date. A genomic timescale of prokaryote evolution: insights into the ongin of
methanogenesis, phototrophy. and the colonization of fand. BMC Evol. Biol.
#:44. {Onlinc.] hiipiwww. biomedeentral.com/1471-2148/4:44.

. Bencina, D., M. Drobnic-Valic, S. Horvat, M. Narat, S. H. Kleven, and P.

Dove. 2001. Molecular basis of the length variation in the N-terminal part of
Mycoplasma synoviae hemagglutinin, FEMS Microbiol, Lett. 203:115-123.

. Brown. D. R, L. A, Zacher, and W. G. Farmerie. 2004. Spreading factors of

Mvcoplasina alligatoris. a fiesh-eating mycaplasma. J. Bacterniol. 186:3922-
3927,

7. Calcutt, M. ), M. S, Lewis, and K. 8. Wise, 2002, Molcculer genctic snalysis

ot ICEF an istegrative conjugal element that is present as a repetitive
sequence m the chromosome of Mvcoplasma fermentans PGS L Bactenol.
IR 0970 6090

- Carrare, D MOAD A Camargoe, A O Sadim, M. Grivet, AL 1L Vasconcelos,

and A, L Simpson, 2002 POR-assisiod onnlig oXtennion: stepsose sivalegy (1
becterad genome Closure Bio Fechnigues 34:026-632,

- Carreras, C. W, and DLV, Santi, 1995 The catadviic mechanism amd sirue

e of thymidviare synthase. Annu. Rev, Biochem, 64:721 762
Carvalhe, F. VL. M. M. Fonseca. S. B. Medeiros. K. C. Scortecci, C. AL G,
Blaha, and L. F. Agnez-Lima. Gene, in press.

. Chambaud. L., R. Heilig, S. Ferris, V. Barbe, D. Samson, F. Galisson, L.

Moszer, K. Dybvig, H. Wroblewski, A, Viari, E. P. Rocha, and A. Blanchard.
2001, The complete genome sequence of the murine respiratory pathogen
Mveoplasma pulmonis. Nucleic Acids Res. 29:2145.-2153.

. Ciprian. A, C, Pijoan, T. Cruz. J. Camache, J. Tortora, G. Colmenares, R.

Lopez-Revilla, and M. de la Garza. 1988, Myvcoplasina Ivopnewmoniae -
creases the susceptibility of pigs to experimental Pusterrellie mudrocida preu-
monia. Can. J. Vet Res. 32:434-438.

. Darling, A, C.. B. Mau. F. R. Blattner, and N. T. Perna. 2004, Mauve:

multiple alignment ot conserved genomic sequence with rearrapgements.
Gunome Res. 14:1394-1403

. Darling. A. E.. B. Mau. F. R. Blattaer, and N. T, Perna. 2004. GRIL: genome

rearrangement and mversion lecator. Bininformaties 20:122-124

. DeBey, M. C.. and R, F, Ross. 1994, Ciliostasis and loss of ¢ilia induced by

Mvcoplasma hyopnewnoriae in porcine tracheal organ enftares. Infect. Tm-
mun. §2:3312-33 {8,

Ding. Z., K. Atmakuri, and P, J. Christie. 2003. The outs and ins of bacterial
type 1V secretion substrates. Trends Microbiol. 11:527-535,

Djordjevie, S. P.. S, J. Cordwell, M. A, Djordjevic, J. Wilton, and ¥. C.
Minion. 2004, Proteolytic processing of the Mycoplasmu hvopnewmnoniae
cilium adhesin, Infect. Immun, 72:2791-2802,

. Eoright, A, J,, S. Van Dongen, and C. A. Quzounis. 2002. An efficient

algorithm for large-seale dutection of protein families. Nucleic Acids Res.
30015788

Fiorentin. L.. M. A, Z. Mores, 1. M. Trevisol. 8. C. Antuncs, J. L, A. Costa,
R. A, Soncipi, and N. DL Vieira, 29030 Test profiles of broiler breeder Bocks
haused n farms with eademic Mo piuama synoviae infection. Rev. Bras.
Clem . Avie, 83742

Flerschmann, R, 1, VU DL Adams, O, White, R, A, Clayton, E. F. Kirkness,
A. R. Kevlavage, O Bult, J-F, Tomh. B. A. Dougherts. J. M. Merrick. K.
McRenwey, G, Sutton, W. FifzlTugh, €. Fieids, J. D, Gocayne, J Scott. R,
Shirlev, L-L D AL Glodek, JM. Relley, J. Fo Weidman, (. A, Phillips, 1.
Spriggs. E. Hedblom, M. D, Cotton, T. R, Utterback. M. ¢, Hanna, D. T,
Nguyen. D. M. Saudek. R. C. Brandon. L. P. Fine, J. L. Fritchman, I. L.
Fuhirmann, N. 5, M. Geoghagen, C. L, Guehm, L. A. McDonald, K, V. Small,
C. M. Fraser, H. O. Smith, and J. C. Veater. 1995, Whole-yenome random
sequenuing and assembly of Hacmophifns influenczae Rd. Science 269:490-
S12

Garcia-Valive, 8. A, Romeu, and [ Palau, 2000, Horizontal gene transler in
bacterial and archaeal complete genomes. Genome Res. 10:1719-1728
Glass, J. L, E. J. Lefkowitz, J. 8. Glass. C. R. Heiner. E. Y. Chen. and 6. 1L
Cassell. 2000 The complete sequence of the mucosal pathogen Lreaplasia
wrcalyiirum. Nature 407:737-767.

. Gaillon, J-VI. Y, Mechulam, J-M. Schmitter. S. Blanquet. and . Fayat.

1992 Disruption of the gene tor Met-tRNA™ formyltransferase severely
mapairs growth of Evclierichia colt. J. Baciertol, 174:4294-4301

. Guillon, J. M., §. Heiss, J. Soutourina, Y. Mechulam, S. Laalami, M. Grun-

herg-Manago, and S. Blanquet. 1906, [aterplay of methianine tRNAs with
transtation elongation factor Tu and transtetion initiation factor > in Asch
erichia coli. J. Biol. Chem. 271:22321-22325.

. Himmelreich, R.. H. Hilbert, H. Plagens. E. Pirkl, B. C. Ii. and R. Herr-

mann. 1996, Complete sequence analvsis of the genome of the bacterium
Mycoplasma pnewmoniae. Nucleic Acids Res. 2444204449,

. Hutchison, C. A, 8. N. Peterson, S. R. Gill. R. T. Cline, 0. White, (. M.

Fraser. 11 O. Smith, and J. C. Venter. 1999. Global transposon mutagenesis
and a minimal Mycoplasma genome. Science 286:21635-2164.

. Jaffe, J. D, N. Stange-Thomann, C. Smith, D. DeCaprio, S. Fisher, ). Butler,

S. Calvo, T. Elkins, M. G. FitzGerald, N. Hafez, C. D. Kodira. J. Major. S.
Wang. J. Wilkinson. R. Nicol, C. Nushauny, B. Birren, H. C. Berg. and G. M.

189nb AqQ 2102 ‘| 18903100 uo /B10°wse qgly/:diy wols papeojumo(]



