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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo diferenciar cepas de Mycoplasma gallisepticum isolados de
perus, galinhas e passaros ornamentais através da comparacao entre seqiiéncias de genes de antigenos
de superficie. Analisou-se 10 cepas de referéncia, 6 isolados de galinhas, 9 isolados de perus e 5
isolados de passaros ornamentais. Foram escolhidos 3 genes relacionados com antigenos de superficie
(citoadesina - MGC1, lipoproteina — LP e a proteina de fase variavel - Pvpa) que foram amplifica-
dos pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e posteriormente seqliénciados. A analise dos 3
genes permitiu diferenciar todas cepas de referéncia além de estabelecer um estudo filogenético com
os distintos isolados. Os isolados de passaros ornamentais apresentaram alto grau de identidade nas
seqUéncias analisadas e distincdo dos MG isolados de perus e galinhas. Foram encontrados 5 isolados
de perus e 2 de galinhas que apresentaram, respectivamente, sequéncias idénticas as cepas vacinais.
Ha evidéncias de que estes isolados possam estar relacionados com cepas vacinais, de uso frequente
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na avicultura comercial. Os demais isolados ndo apresentaram identidade entre si ou mesmo com as
cepas de referéncia formando os demais padrdes descritos.
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ABSTRACT

Mycoplasma gallisepticum (MG) isolates from turkeys, hens and songbirds (house finch) were
differentiated by comparison of surface antigens sequences. A polymerase chain reaction (PCR) procedure
was used to amplify citoadesine (MGC1), lipoprotein (LP) and the phase-variable antigen (Pvpa) from
10 MG reference strains, and 20 field isolates. The sequence analysis of these three genes allowed to easily
differentiate 10 reference MG strains, and phylogenetic analysis was performed for all MG isolates. All
house finch isolates presented a high degree of identity, and showed to be a distinct MG group. Five isolates
from turkeys and 2 isolates from hens presented identical sequences to two MG reference strains. These
strains were closely related to vaccine strains frequently used in commercial poultry. The remaining 13 MG
field isolates did not presented sequence identity between themselves or with reference strains, forming

diverse phylogenetic groups.

Key words: Mycoplasma gallisepticum, molecular diferenciation, PCR

INTRODUCAO

Os micoplasmas sd0 0s menores e mais sim-
ples procariotos, geralmente encontrados como
parasitas celulares, estando envolvidos em gran-
de namero de doencas nos animais e no homem
(Woese, 1987). O Mycoplasma gallisepticum
(MG) é um pat6geno que infecta perus e gali-
nhas e pode provocar quadros respiratdrios se-
veros, resultando em diminuicdo no ganho de
peso e na producdo de ovos, além dos custos
adicionais em tratamentos com antibioticos e
guimioterapicos.

O controle da doenca é baseado na
erradicacdo de MG e manutencdo do status li-
vre através de um controle severo de
biossegurancga. O diagnéstico é uma importante

ferramenta para o controle e erradicacdo. Atu-
almente realiza-se 0 monitoramento sistemati-
co dos lotes através de testes soroldgicos e sua
confirmacéo é feita através de isolamento ou por
testes baseados na Reacdo em Cadeia da
Polimerase - PCR (Nascimento et al., 1991;
Lauerman et al., 1994; Silveira et al., 1996).

O MG tem sido isolado de varias espécies de
aves como codornas (Coturnix coturnix japonica),
faisbes (Phasianus colchicus) e mais recentemente
de passaros ornamentais com a conjuntivite como
Carpadacus mexicanus e Carduelis tristis (Ley,
1997). Alguns isolados apresentam caracteristi-
cas distintas quanto a patogenicidade,
imunogenicidade e capacidade de transmissao.
Testes baseados em PCR, RFLP e RAPD tém
possibilitado a deteccdo especifica de cepas
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vacinais (Levisohn etal., 1998; Lunge et al., 2000).
Porém estas técnicas tém tido aplicacdo limita-
da; assim, pouco se conhece quanto a origem e
disseminacdo de um surto (Bencina, 2002).

Este trabalho objetivou caracterizar isolados
de Mycoplasma gallisepticum provenientes de dis-
tintos hospedeiros (perus, galinhas e passaros
ornamentais) e regides através da comparacao
entre seqliéncias de genes de antigenos de su-
perficie (citoadesina — MGC2, lipoproteina — LP
e a proteina de fase variavel - Pvpa).

MATERIAL E METODOS

Cepas de referéncia e isolados
Mycoplasma gallisepticum (MG)

As cepas e isolados utilizados neste trabalho
foram obtidas na colecdo de cultura do Poultry
Diagnostic and Research Center (PDRC) -
University of Georgia.

Foram analisadas 10 cepas de referéncia e 20
isolados de campo.

As cepas de desafio S6 e R foram isoladas res-
pectivamente de perus com sinusite e de gali-
nhas com aerossaculite. A cepa A5969 ndo é
patogénica e foi adaptada ao cultivo in vitro para
preparo de antigenos. TS-11, F e 6/85 sdo cepas
atenuadas utilizadas na producdo de vacinas. As
cepas K503, K703 e K730 foram isoladas de gali-
nhas e apresentam caracteristicas atipicas como
baixa patogenicidade, imunogenicidade e capa-
cidade de transmissdo. A cepa HF-51 é um isola-

do da Georgia (EUA) em 1998 da ave ornamen-
tal Carpadacus mexicanus com conjuntivite.

As amostras de campo foram isoladas de dis-
tintas regides dos EUA, entre os anos de 1973 a
1999. Analisou-se 6 isolados de galinhas (K4688C,
K4688G, K2101, K4657, K4705 e K4355), 9 isola-
dos de perus (K4421A, K4043,K4423B, K4029,
K3944, K4465, K4236, K435 e K4669A) e 5 isola-
dos de passaros ornamentais com conjuntivite
(K4366, K4013, K4094, K3839 e K4409).

Extracao de DNA

Foi utilizado o método fenol:cloroférmio
(Sambrook et al., 1989) para purificagdo de DNA
total. Os isolados mantidos em meio de cultura,
foram previamente lavados em tampdao fosfato
(PBS). Adicionou-se SDS (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) na concentracdo final de 0.5% e 1.0
mg proteinase K/ml (Sigma-Aldrich). As amostras
foram incubadas por 1 h a 37°C e posteriormente
foi realizada uma extracdo com fenol seguido por
uma extracdo com cloroférmio : alcool isoamilico
(24:1). O DNA foi precipitado com etanol e
ressuspendido em 50mL de agua destilada.

Amplificacdo de Genes de
Superficie

Foram escolhidos 3 genes relacionados com
antigenos de superficie (citoadesina - MGC1,
lipoproteina — LP e a proteina de fase variavel -
Pvpa). Estes genes foram amplificados pela Reacéo
em Cadeia da Polimerase (IKUTA, 2000 e LIU,2001)
e analisados em eletroforese em gel de agarose 2%.
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Seguénciamento e analise
filogenética

Fragmentos amplificados das 10 cepas de re-
feréncia norte americanas e 20 isolados de cam-
po foram encaminhados ao “Molecular Genetics
Instrumentation Facility” (University of Georgia,
Athens, GA) para determinagdo de seqiiéncia
de DNA. As seqléncias de acidos nucléicos e
respectivas seqliéncias preditas de aminoacidos
foram analisadas utilizando o programa
“Megalign” (DNASTAR, Madison, WI) utili-
zando o algoritimo Clustal.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Os antigenos de superficie analisados neste tra-
balho estdo relacionados com os processos de in-
feccdo, aderéncia a célula e resposta imunolégica
do hospedeiro. As seqliéncias de cada gene foram
comparadas quanto ao polimorfismo.

Analise gene a gene

Os polimorfismos encontrados em cada gene
foram diferenciados numéricamente. As cepas
gue apresentaram 100% de identidade foram
classificadas num mesmo grupo. As cepas que
nao possuiam 100% de identidade de DNA, mas
seqliéncias idénticas de aminoéacidos, foram clas-
sificadas também no mesmo grupo numérico,
porém, discriminadas por letras (Quadro 1).

O gene da citoadesina apresentou maior grau
de identidade entre as 30 cepas e isolados. Foram

encontradas 7 padrbes de sequéncias (Quadro 1).
Os padrdes 1, 2 e 5 formaram grupos, enquanto 0s
demais consistiram de apenas um representante. O
padrdo 1 agrupou 0 maior nimero de cepas e isola-
dos de MGs, sendo que 20 apresentaram mesma
sequéncia de aminoacidos, trés das quais com
polimorfismos apenas no DNA. Neste grupo estdo
incluidas as cepas de referéncia 6/85, TS 11, R, HF-
51 e 0s MGs de péassaros ornamentais. Os MGs
A5969, K435, K4669A e K4705 apresentaram se-
guéncias idénticas de aminoacidos com
polimorfismos na comparacao do DNA e foram agru-
padas no padrdo 2. A cepa vacinal F apresentou
identidade com a cepa atipica K503 (aminoéacidos)
sendo classificadas no padréo 5.

As cepa de referéncia S6 e as atipicas K703
e 730 apresentaram respectivamente os padrdes
3,6 e 7. Oisolado de campo K4355, isolado na
Califérnia em 1996 apresentou o padrao 4.

Nas seqliéncias de lipoproteina foram
identificadas 13 padrfes (Quadro 1), sendo que hou-
ve a formagdo de grupos com padrfes 1, 3,8 e 10. A
cepa 6/85 foi agrupada com os 6 isolados de perus
(padrdo 1) ea TS 11 com os 2 isolados de galinhas
(padrdo 3). A cepa de referéncia HF-51 expressou
identidade com os isolados de passaros ornamentais
na seqliéncia de DNA e com outras trés cepas nos
aminoacidos, incluindo a cepa de referéncia S6 (pa-
drdo 8). A cepa vacinal R apresentou identidade
com o isolado de peru K435 (padrdo 10). Os demais
padrdes apresentaram somente 1 representante.

O gene PvpA apresentou 0 menor grau de
conservacgdo entre as cepas analisadas, separan-
do 0s MGs em 15 padrdes (Quadro 1), com a
formacdo dos grupos 1, 5, 6, 7, 9 e 14. A cepa
vacinal 6/85 foi agrupada com os 6 isolados de
peru (padrédo 5) e a cepa TS-11 juntamente com
0s 2 isolados de galinhas (padrédo 7). Os isolados
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de péssaros ornamentais apresentaram mesma
identidade da cepa de referéncia HF-51 (pa-
drdo 1), sendo que o isolado K3839 apresentou
polimorfismo na sequéncia de DNA (padréo 1b).

A cepa de desafio S6 apresentou 100% de iden-
tidade com o isolado de galinha K4355 (padréo

6), a cepa R com K2101 (padrdo 9) e a cepa

atipica K503 com a K730 (padréo 14).

Quadro 1- Andlise global comparando os genes de Adesina, Pvpa e Lipoproteina de 30 cepas e isolados de
Mycoplasma galissepticum.

HOSPEDEIRO -
CEPAS caracteristica ORIGEM Adesina | PVPA | Lipoproteina Ade+Pvpa+Lipo
HF-51 Ornamental reference strain 1 1 8
Carolina do Sul
K4366 Ornamental (1997) 1 1 8
Pennsylvania
K4013 Ornamental (1995) 1 1 8 !
Tennessee
K4094 Ornamental (1996) 1 1 8
K3839 Ornamental  |Maryland (1994) 1 1b 8
K4409 Ornamental Texas (1997) 1 13 8c 2
6-85 Cepa vacinal |Cepa referéncial 1 5 1
K4421A Peru Michigan (1997 1 5 1
K4043 Peru Nebraska (1995 1 5 1
K4423B Peru Michigan (1997 1 5 1
K4029 Peru Nebraska (1995 1 5 1 3
Carolina do
K3944 Peru Norte (1995) 1 5 1
K4465 Peru Ohio (1997) 1 5 1
TS-11 Cepavacinal |Cepa referéncia 1 7 3
Carolina do
K4688C Galinha Norte (1999) 1 7 3 4
Carolina do
K4688G Galinha Norte (1999) 1 7 3
K4236 Peru Virginia (1996) 1 3 5 5
K2101 Galinha Colorado (1984)| 1b 9 7 6
R Cepa desafio |Cepa referéncia 1c 9 10 7
K4657 Galinha Georgia (1998) 1d 10 2 8
Cepa nédo
A5969 patogénica Cepa referéncia 2a 12 4 9
K435 Peru Georgia (1973) 2b 11 10 10
K4669A Peru Colorado (1998)| 2c 2 8c 11
K4705 Galinha Arkansas (1999 2d 4 9 12
S6 Cepa desafio |Cepa referéncia 3 6 8b 13
K4355 Galinha Califérnia (1996, 4 6 8 14
F Cepavacinal |Cepa referéncial 5a 8 6 15
K503 Cepa atipica |Cepa referéncial 5b 14 11 16
K703 Cepa atipica |Cepa referéncial 6 15 12 17
K730 Cepa atipica |Cepa referéncial 7 14 13 18
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Analise conjunta dos genes
Citoadesina, Lipoproteina e Pvpa

A comparacdo final das cepas foi realizada
através do alinhamento das seqiiéncias de
aminoacidos dos trés genes que permitiu a dife-
renciacdo de todas as cepas de referéncia (Qua-
dro 1). A andlise filogenética caracterizou o grau
de semelhanca dos diferentes padrdes encontra-
dos (Figura 1) e trés grandes clados se formaram:

Padrdes 1, 2, 3,5, 11, 12, 13 e 14.
Padrdes 4, 6,7,8,9, 10 e 15
Padrdes 16, 17 e 18

Os MG foram classificados em 18 padrdes,
sendo que 3 formaram grupos (padrdes 1, 3 € 4).

O padréo 1, agrupou os isolados provenien-
tes de passaros ornamentais com conjuntivite
(K4366, K4013, K4094, K3839 e K4409) e cepa
de referéncia HF-51. O isolado K4409 (padrdo
2) diferiu dos MGs de padrédo 1, por uma dele¢édo

de 170 pares de bases em Pvpa (dados nédo de-
monstrados). Estes dados indicam que os isola-
dos de passaros ornamentais sdo distintos das
cepas e isolados de galinhas e perus.

O padrao 3 formado pelos isolados K3944, K4029,
K4043, K4421A, K4423B e K4465 apresentaram
seqiéncias idénticas a cepa vacinal 6/85. Estes MGs
foram isolados de perus entre 1995 e 1997 em dife-
rentes Estados Norte Americanos. Outro caso onde
houve identidade entre cepa vacinal e isolados de
campo foram os MGs com padrdo 4. Os isolados de
galinhas K4688C e K4688G, obtidos de uma mes-
ma regido em 1999 apresentaram padrdo da cepa
vacinal TS-11. Informac0es referentes a estes sur-
tos indicam possivel relagdo com cepas vacinais de
uso freqliente na avicultura comercial.

As cepas atipicas K503, K703 e K730 (padrdes
16, 17 e 18), formaram um clado distinto dos de-
mais, corroborando suas caracteristicas distintas.
Os demais isolados ndo apresentaram identidade
entre si ou mesmo com as cepas de referéncia,
formando os demais padrdes descritos.

K3839 - 01
K4013 - 01
K4366 - 01
K4094 - 01

HF 51-01
K4409 02
K4669A - 11
K4705 - 12
4355 - 14

S6 -13
K4236 - 05

6-85 - 03

K4043 - 03

K3944 - 03

K4029 - 03
K4421A - 03
K4423B - 03
K4465 - 03
K4688C - 04
K4688G - 04
TS11-04
K2101 - 06
K435 - 10

F-15

K503 - 16
H(; K703 - 17

6.2_ ;
6 4

K730 - 18
T

1
2 0

Figura 1 - Filogenia de cepas e isolados de MG, baseada na analise conjunta das sequiéncias preditas de
aminodacidos dos genes de adesina, lipoproteina e Pvpa.
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CONCLUSOES

A comparacdo dos seqlienciamentos de
genes relacionados a antigenos de superficies é
parametro eficiente para a discriminacdo de
cepas de Mycoplasma gallisepticum. Os genes
analisados mostraram possuir diversas regides
com polimorfismos capazes de distinguir cepas e
identificar sua proximidade filogenética. A ana-
lise conjunta dos trés genes demonstrou ser mais
eficiente que a analise individual destes.

O seqlienciamento de isolados de MG
disponibiliza informac@es referentes a constitui-
cdo genética destes microorganismos e abre ca-
minho para o desenvolvimento de novos méto-
dos de diferenciacdo e controle.

A comparacao das seqliéncias determinou que
0s isolados de passaros ornamentais sdo relacio-
nados entre si e distintos dos isolados de perus e
galinhas, e sujerem ndo se tratar de infeccdes
cruzadas entre as espécies avaliadas. Por outro
lado, os grupos formados pela comparacédo entre
0s genes indicam a presenca de isolados no cam-
po possivelmente relacionados com cepas vacinais.
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