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RESUMEN

El Mycoplasma hyopneumoniae es el agente causal de la neumonia enzodtica porcina (NEP), una de las en-
fermedades respiratorias de mayor impacto en la industria porcina. Conocer su diversidad genética permite el
desarrollo de estudios epidemioldgicos y de patogénesis para desarrollar estrategias de control mas efectivas. En
este trabajo se analizaron 39 muestras de ADN de hisopado nasal y lavado bronquial de cerdos de distintas eda-
des, provenientes de siete origenes diferentes, que habian sido positivas a la deteccion de M. hyopneumoniae por
nPCR. Para tipificar este patdgeno en las muestras provenientes de hisopados nasales, se disefi6 una nPCR que
amplifica en el gen p146 una region que codifica serinas repetidas en tandem. Para las muestras de lavados bron-
quiales, se amplificd esa region mediante PCR, asi como también otros VNTRs (variable number tandem re-
peats), localizados en otros genes. Las metodologias empleadas, que permiten el andlisis a partir de muestras cli-
nicas sin el aislamiento previo del patdgeno, determinaron que existe diversidad genética entre las cepas de M.
hyopneumoniae que se encuentran en nuestro pais. Se detectaron diferentes genotipos de este patdgeno tanto entre
granjas como entre animales de un mismo establecimiento, asi como genotipos compartidos entre diferentes gran-
jas o animales.
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INTRODUCCION

El Mycoplasma hyopneumoniae es el agente causal de la neumonia enzodética porcina (NEP), una de las en-
fermedades respiratorias de mayor impacto en la industria porcina®’. El conocimiento de la diversidad genética de
M. hyopneumoniae, asi como el de otras bacterias, es importante para estudiar su transmision, establecer asocia-
ciones con la patogenicidad de diferentes cepas, desarrollar vacunas y otras estrategias para el control de la enfer-
medad. Varios estudios han demostrado su diversidad genética utilizando distintas técnicas®, *° y han podido re-
conocerse cepas de M. hyopneumoniae de alta y baja virulencia®.

Basicamente, las técnicas de diferenciacion genotipicas pueden dividirse en aquellas no especie-especificas
que necesitan el aislamiento del microorganismo, y aquellas especieespecificas para las cuales el aislamiento no es
indispensable. Dada la dificultad en el cultivo y aislamiento de M. hyopneumoniae debido a sus exigencias nutri-
cionales y lento crecimiento, estas Ultimas resultan de mucha utilidad.

Utilizando una de estas metodologias, el analisis de regiones repetidas en tindem (VNTRs, variable number
tandem repeats), de Castro et al. 2006 estudiaron 22 regiones del genoma en 5 cepas de M. hyopneumoniae. A
partir de ese analisis, estos autores sefialan las regiones mas polimorficas para el desarrollo de ensayos de tipifica-
cioén, para los cuales proponen la amplificacion de regiones del gen codificante de la adhesina P146 (regiones
repetitivas: R1 y R3) y de dos genes de proteinas hipotéticas (H4 y H5). Dado que los VNTRs estudiados por es-
tos autores estan localizados dentro de secuencias codificantes y en fase con el marco de lectura, codifican para un
nimero variable de repeticiones de aminoacidos5. Por otro lado, Mayor et al. 2007** propusieron otra metodolo-
gia de tipificacion de este patgeno, basada en la determinacion del nimero de serinas repetidas codificadas en la
region R3 del gen pl146 y en el andlisis de la secuencia flanqueante. En base a este método, y analizando directa-
mente muestras clinicas, se ha demostrado una gran variabilidad entre cepas de M. hyopneumoniae de diferentes
paises europeos™, * y de Estados Unidos de América (EUA)* en donde también se la ha empleado para estudios
de brote? y del transporte aéreo de una cepa de M. hyopneumoniae a largas distancias®.

Debido a la importancia de conocer las diferencias genéticas entre cepas de M. hyopneumoniae circulantes en
nuestro pais, para la mejor comprension de su epidemiologia y el desarrollo de estrategias de control més eficien-
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tes, el objetivo del presente trabajo fue investigar la variabilidad de algunas regiones VNTR de M. hyopneumo-
niae directamente a partir de muestras clinicas provenientes de distintos establecimientos de nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con ADN de muestras clinicas (hisopados nasales y lavados bronquiales) de cerdos de diferentes
establecimientos de distintas provincias de Argentina y de animales provenientes del extranjero, que fueron parte
de estudios previos realizados por el Grupo de Salud Porcina (Depto. de Patologia Animal-Fac. Agronomiay Ve-
terinaria-Universidad Nacional de Rio Cuarto)*>-28. EI ADN habia sido extraido utilizando el kit DNAzol (Invitro-
gen™, CA, EUA) y estaba conservado a -20°C. Para este estudio se seleccionaron todas las muestras que habian
sido positivas a una PCR anidada que detecta M. hyopneumoniae, descripta por Calsamiglia et al. 1999°. Debido a
la limitada cantidad de material genético de algunas muestras, en varios casos no fue posible analizar todos los
loci. En la Tabla 1 se detallan las distintas muestras analizadas, agrupadas por establecimiento de origen.

Tabla 1. Datos correspondientes a las muestras analizadas.

L. Tipo de Cateporia i ;
Granj P = Lugar lipo de muestra | Ne de muestras
establecimiento rmuest reda
Pareo- Reproductores v E ) : i
A S : R Prov, Santa e Hisopade nasal 7
e inacion lermimacion
Reproduciores.
B Siltiple sitko destete v Prov. Sama e Hisopadao nasal 2
MmN Cidn
}-]ist'.-]ruln nasal 3
. Parto- T _
C LT Terminacion Prov. Chndola Lavado
tenminacicn ) 3
bronquial
i Parto. e .. Lavado
D T lemminacicn [rov. Cordoba _ 2
Lenninacion bronguial
. Parto- G g i 2 Lavado
E e T Terminacin Prrone. Céirdola . 2
terminacicon bronquial
Hisopada nasal 10
F Wuldple sitio Recria Prow, San Luis Lavado ;
branguial
; Animales de ” oz Lavada
G Relehy Reproductores Exterior : i
reposicidn bronquial

Procesamiento de las muestras: Dado que, por pruebas realizadas anteriormente en nuestro laboratorio, el mate-
rial genético obtenido a partir de muestras de hisopado nasal no pudo amplificarse mediante PCRs estandar
previamente descriptas>, a diferencia del material de lavado bronquial (probablemente debido a la sensibi-
lidad de las reacciones), el procesamiento de los dos tipos de muestra fue distinto.

Hisopados nasales: Para aumentar la sensibilidad de la PCR desarrollada por Mayor et al. 2007 que amplifica,
dentro del gen p146, la region codificante de serinas repetidas en tandem (p146R3), las muestras de ADN
provenientes de hisopados nasales fueron amplificadas por una PCR anidada para la cual se disefiaron los ce-
badores externos: MhT146F (5 -GCTGGGATAAGCGATACCAA-3) y MhT146R(5 -
GCTTTCCATGTTTGGCATTT -3")%. La primera ronda de amplificacion se realizé en 30 pL de volumen
final, con 5 pL de ADN templado, 200 UM de cada dNTP, 0,2 uM de cada cebador, 3mM de MgCl,, buffer
de PCR 1X (20 mM Tris HCI (pH 8,4), 50 mM KCI) y 2,5 U Taq polimerasa (InvitrogenTM, Brasil), bajo las
siguientes condiciones de ciclado: desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min seguida por 35 ciclos de 94°C
por 2 min (desnaturalizacion), 56°C por 2 min (annealing) y 72°C por 2 min (extension), con una extension
final de 72°C por 10 min. La segunda reaccion fue realizada tomando 2 pL del producto de la primera reac-
cion, siguiendo posteriormente las mismas condiciones y cebadores descriptos por Mayor et al. 2007, Los
amplicones obtenidos, previa visualizacion en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, fueron purifica-
dos (QIAquick PCR purification kit, QIAgen, Duesseldorf, Alemania), cuantificados y posteriormente se-
cuenciados (ABI 3130xI, Applied Biosystems; INTA Castelar). EI nimero de serinas repetidas en tindem se
determind visualizando las secuencias con el software Chromas 2.32 software (Technelysium Pty Ltd.). Las
secuencias de nucleétidos fueron alineadas empleando Clustal\W™.

Lavados bronquiales: Se seleccionaron los loci p146R1, p146R3, p216R1/R2 y H4 para amplificar por PCR es-
tandar, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por de Castro et al.> a partir del analisis de 5 cepas de M.
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hyopneumoniae . Los amplicones fueron corridos en gel de agarosa al 1,2% a 150 V por 5 horas, tefiidos con
SYBR Green | y visualizados en un transiluminador de luz UV. Para el estudio del nimero de serinas repeti-
das en tdndem codificadas en la region R3 del gen p146, las muestras de ADN fueron amplificadas con los
cebadores y las condiciones descriptas por Mayor et al.*. Estos amplicones fueron purificados, secuenciados
y analizados como se describio para los obtenidos a partir de hisopados nasales.

RESULTADOS

El analisis de VNTRs empleando muestras correspondientes a hisopados nasales y lavados bronguiales mos-
trd la circulacién de diferentes genotipos de M. hyopneumoniae en la poblacion de cerdos de Argentina. Se encon-
traron diferencias entre establecimientos y en algunos casos también dentro de establecimientos (Tablas 2 y 3). No
se encontro asociacién entre categoria de animal y genotipo del patdégeno, ya que en una misma categoria se en-
contraron diferentes genotipos y hubo genotipos compartidos entre distintas categorias.

Tabla 2. Numero de serinas repetidas en tindem en muestras de hisopados nasales y
lavados bronquiales, determinado a partir de la secuenciacion del VNTR p146R3.

Granja Muestras Ne ‘g'””::it'ﬁ":ﬁ[ idas
la* 2]
2a* 21
Fa* 21
A 4a* 21
Sa* 21
fa* 21
Fa* 21
Ib* 14
2b* 14
3b* 16
B 4b* 21
5b* 2]
Gh* 21
7hb* 21
Sh* 21
lc* 16
el 16
C
3c* 16
dc 17
D 1d 19
2 19
E le 13
2e 14
1 14
2t 14
3t 14
if* 14
sF 14
. GI:* 14
7 14
af 14
af 14
10F 14
L1F 14
12F 14
3z 14
- dg 14
e 14
6g 14

* Hisopado nasal
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Tabla 3. Alelos determinados por electroforesis de los amplicones correspondientes
a los VNTRs estudiados en muestras de lavado bronquial.

Alelos de los distintos WVINTRs

(GGranja

Muestras

pl46RI

pl146R3

pRGRIFRZ

H4

b

c

d

b

c

[

d

c

e

b

d

d

e

d

c

e

c

e

de a
(-): Negativas (No se obtuvieron amplicones). Diferentes letras indican distintos alelos con los siguientes
tamafios aproximados: a) 400 pb; b) 370 pb; c) 500 pb; d) 490 pb; €) 690 pb; ) 800; g) 750; h)700 pb e i) 890 pb.

La secuenciacion de la regién p146R3 amplificada de 39 muestras (hisopados nasales y lavados bronquiales),
permitio detectar la presencia de 6 alelos, codificantes de repeticiones de 13, 14, 16, 17, 19 y 21 serinas. En 13
muestras de lavado bronquial este locus no mostr6é polimorfismo cuando se analizaron por electroforesis los am-
plicones obtenidos con los cebadores descriptos por de Castro et al. 2006° (Tabla 3). Sin embargo, cuando se de-
termind por secuenciacioén la cantidad de serinas repetidas en tindem en esa region, se detectd la presencia de 3
alelos -codificando repeticiones de 13, 14 y 17 serinas- (Tabla 2). El locus p146R1 mostr6 dos alelos al igual que
el locus p216R1/ R2, mientras que el H4 fue el mas polimoérfico, mostrando cuatro posibles alelos, observandose 2
amplicones en una de las muestras (Figura 1 y Tabla 3).

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes a los VNTRs p146R1
(A), p216R1/ R2 (B) y H4 (C). Letras diferentes indican diferentes alelos. A la derecha se observa el
marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder, InvitrogenTM) y se indica el tamafio de algunas

de sus bandas. La flecha indica 2 amplicones en la misma muestra.
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Los animales de reposicion provenientes del exterior presentaron un Unico genotipo de M. hyopneumoniae
(con 14 serinas repetidas en la region R3 de p146 y alelos a/e/i en los VNTRs p146R1, p216R1/R2 y H4, respecti-
vamente), el cual no se diferencié de uno de los genotipos presentes en nuestro pais.

DISCUSION

Las metodologias empleadas para el analisis de VNTRS de M. hyopneumoniae en muestras clinicas de porci-
nos (hisopados nasales y lavados bronquiales) permitieron determinar que existe diversidad genética entre las
cepas que se encuentran en nuestro pais. Se detectaron diferentes genotipos de este patdgeno tanto entre granjas
como entre animales de un mismo establecimiento, asi como genotipos compartidos entre diferentes granjas o
animales.

Considerando las diferencias de tamafio aproximado entre los alelos correspondientes a los loci H4,
p216R1/R2 y pl146, y teniendo en cuenta la cantidad de nucledtidos involucrados en las regiones repetidas en tan-
dem descriptas por de Castro et al. 2006, se puede determinar que los alelos difieren en un minimo de 2 unidades
de repeticion.

Se observd también, que una muestra presentd dos posibles alelos del VNTR H4, lo cual podria deberse a
reacciones inespecificas de los cebadores o a la presencia de diferentes genotipos de M. hyopneumoniae en la
misma muestra. En el caso de M. conjunctivae, Belloy et al. 2003 demostraron una infeccion simultanea con 2
cepas en algunos ovinos, que detectaron al estudiar la region variable del gen IppS (homdlogo el gen pl146 de M.
hyopneumoniae).

En cuanto al gen p146, mediante la comparacion por electroforesis en gel de agarosa de los amplicones obte-
nidos con los cebadores descriptos por de Castro et al. 2006° no se observé polimorfismo en la regién R3 en el
presente trabajo, que en cambio pudo ser detectado mediante secuenciacién. Esto puede explicarse por la menor
capacidad de discernir en un gel de agarosa diferencias de un bajo nimero de unidades de repeticidn, y en este
caso solo 3 bases componen la unidad de repeticion. La mayoria de las muestras (19/39 - 48,7%-) presentaron 14
serinas repetidas en esta region, y correspondieron a 4 de los establecimientos estudiados (uno de ellos con anima-
les muestreados a su ingreso desde el exterior de nuestro pais). EI 30,8% (12/39) de las muestras presentaron 21
regiones de serinas repetidas, pero se limitan s6lo a los establecimientos A y B, las cuales son granjas cercanas.
Debido a la proximidad operacional de las granjas, la transmision por fomites® o por el personal* puede haber
jugado un papel méas importante que la transmision aérea de las cepas ya que la misma ha sido demostrada hasta
4,7 km por Dee et al. 2009° y las granjas se encontraban a 7,6 kilémetros de distancia. Ademés, en la granja B
hubo también muestras con 14 y 16 serinas repetidas lo que sugiere la circulacion de al menos tres genotipos de
M. hyopneumoniae dentro de la misma. En las granjas C y E en donde las diferencias entre muestras fueron debi-
das a una unidad de repeticion (16 vs. 17 y 13 vs. 14 serinas, respectivamente) la situacion es diferente ya que ha
sido sugerido que entre muestras de una misma granja, una diferencia de 3 pb indica que las cepas podrian ser
similares, casi idénticas.

Mediante la secuenciacion de esta regién del mismo gen, Oliveira et al. 2008 y Savic et al. 2010* estudia-
ron el polimorfismo genético de cepas de distintas granjas de diferentes estados de EUA y Serbia, respectivamen-
te, y Torremorel et al. 20082 aplicaron esta técnica para el estudio de un brote. Otro estudio®®, en el que amplifi-
caron por PCR este mismo gen y analizaron luego los polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP), demostr6 una gran diversidad de M. hyopneumoniae , pero sefiala como principal desventaja para estu-
dios epidemioldgicos, que el analisis esté limitado a un solo gen y dado que la tasa de mutaciones es desconocida,
puede que existan regiones muy variables y otras més estables, a pesar de que todos los Mycoplasmas presentes
en las muestras estarian bajo la misma presion de seleccion, por lo que el estudio de numerosas partes del genoma
aportaria mayor informacion.

Un estudio anterior realizado en Europa™* analiza la diversidad de M. hyopneumoniae, utilizando ademés de
la secuenciacion del gen p146, la deteccion por PCR de los genes codificantes de un elemento repetitivo (REP) y
un transportador ABC putativo®. Sin embargo, concluyen que la inclusién de estos 2 genes en el estudio no au-
menté significativamente el poder de discriminacion, que ya de por si era alto. Los autores pudieron identificar
cepas especificas de un mismo establecimiento y demostrar que existe una gran variabilidad entre aislamientos de
diferentes granjas y localizacion geografica, asi como también sefialaron que el nimero de repeticiones y la se-
cuencia de la region flanqueante se mantienen en una cepa luego de numerosos repiques.

El presente estudio genera antecedentes en el pais y en la region acerca de la diversidad genética de M. hyo-
pneumoniae, un importante patogeno con alta prevalencia en Argentina’ y en el mundo. EIl conocimiento de la
circulacion de diferentes cepas resulta muy Util para estudios epidemioldgicos, de patogénesis y de evaluacion de
estrategias de control. Ademas, serian Utiles estudios para la caracterizacion molecular y comparacién de las cepas
circulantes con las vacunales utilizadas actualmente en nuestro pais, ya que las mismas constituyen una de las
herramientas de control mas importantes de la NEP y ha sido demostrado que ni la infeccidn previa, ni la vacuna-
cién con cepas de M. hyopneumoniae de baja virulencia protegen de la infeccion con cepas de alta virulencia®-2.
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Las cepas vacunales usadas en nuestro pais son las mismas que las utilizadas en otras partes del mundo y si
bien existen antecedentes en la caracterizacion gendmica®, incluso proteémica?, 2 de algunas de estas cepas, no
existen trabajos que las comparen entre si, ni con las cepas circulantes. Estos estudios contribuirian a conocer el
rol que juega la variabilidad genética respecto a la presentacion clinica e inmunidad contra la enfermedad. Dado
gue los VNTRs estudiados ocurren dentro de secuencias codificantes, los cambios en el nimero de repeticiones
pueden generar variantes de las proteinas que podrian tener impacto sobre la virulencia o inmunogenicidad. Segun
el conocimiento de los autores, es la primera vez que se informan diferencias entre cepas de M. hyopneumoniae en
Argentina aplicando esta metodologia de tipificacion genética.

CONCLUSIONES

Mediante la metodologia de tipificacion empleada en este trabajo se evidencid la presencia en nuestro pais de
distintas cepas de M. hyopneumoniae , pudiendo presentarse varias en una misma granja. El método posee la ven-
taja de permitir caracterizar al microorganismo sin la necesidad de obtener un cultivo puro, lo cual, en el caso de
este patogeno, es muy dificil. El desarrollo de la nPCR para lograr la amplificacion y posterior secuenciacion de la
region R3 del gen pl146 fue de utilidad para el analisis de las muestras correspondientes a hisopados nasales, las
cuales no habian podido ser amplificadas en ensayos de PCR convencionales.
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