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RESUMEN

Mycoplasma bovis es el mycoplasma causante de mastitis mds importante en vacas lecheras y ha sido
diagnosticado en nuestro pafs asi como a nivel mundial. Para realizar estudios epidemioldgicos de
brotes, el andlisis por MLVA parece ser una herramienta adecuada para la tipificacién genética del
patdgeno. En el presente trabajo se analizaron 7 cepas de M. bovis provenientes de 2 tambos distintos
(muestras de leche de tanque de enfriado, y cuartos mamarios de vacas con y sin signos de mastitis)
que habian sido previamente identificadas. Se estudiaron por PCR 4 regiones que comprenden
secuencias repetidas en tdindem (TR). Dentro de los loci TR analizados, s6lo se encontré variabilidad
en TR 52, en el cual se observaron 2 posibles alelos en muestras que provenian de vacas con mastitis
clinica. Segtin el conocimiento de los autores es la primera vez que se informa la utilizacién del

andlisis MLVA para detectar subtipos genéticos entre cepas de M. bovis en Argentina.
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SUMMARY

Mycoplasma bovis is the most important cause of mycoplasmal mastitis in dairy cows and has been

diagnosed in our country and worldwide. MLVA analysis seems to be a suitable tool to type this

pathogen, for epidemiological studies of outbreaks. In the present work, 7 strains of M. bovis were

analyzed. They had been obtained from 2 different herds (milk samples from bulk tank milk and

mammary quarters of cows with and without mastitis’s clinical signs) and had been previously

identified. Four tandem repeat regions (TR) were studied. Among the TR loci studied, variability

was found in only one of them (TR52), in which 2 possible alleles were observed in samples from

cows with clinical mastitis. According to the author’s knowledge this is the first report of the use of

MLVA for the genetic subtyping of M. bovis strains in Argentina.
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INTRODUCCION

Mycoplasma bovis puede causar mastitis,
infertilidad y abortos en vacas adultas y neumonfa,
otitis y artritis en terneros'>". Es el mycoplasma
causante de brotes de mastitis mds importante
en vacas lecheras y por ello es responsable de
importantes pérdidas econémicas en todo el
mundo®. Debido a que los signos clinicos y los
hallazgos patoldgicos de una infeccién por M.
bovis no son caracteristicos, la confirmacién
del agente con técnicas diagnésticas certeras es
necesaria. Hoy en dia, para la deteccién de M.
bovis se utilizan como técnicas de diagndstico de
laboratorio el cultivo y aislamiento, la serologia y
varios formatos de PCR a partir de aislamientos
sospechosos o directamente de muestras clinicas”
9, 10, 16, 21‘

Por un lado, para comprender algunos
aspectos de la epidemiologia de M. bovis,
para el estudio de brotes de mastitis y/o
neumonia, transmisién y rol de animales
portadores asintomaticos, varias técnicas de
tipificacién como el AFLP-PCR (Amplified-
Fragment Length Polymorphism PCR), PFGE
(Pulsed Field Gel Electrophoresis), AP-PCR
(Arbitrarily Primed PCR), RAPD-PCR
(Random Amplification of Polymorphic DNA),
MLST (Multiple Locus Sequence Typing) y el
MLVA (Multiple Locus Variable-Number of
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Tandem-Repeats Analysis) han sido informadas®
> 1L 1314 18 Sin embargo, debido a la pobre
reproducibilidad, al bajo poder discriminatorio,
al alto costo de equipos y a lo laborioso de
algunas de estas técnicas, el andlisis MLVA parece
ser el indicado para la tipificacién de M. bovis™®.

Por otro lado, la presencia de M. bovis ha sido
informada en nuestro pais®, asi como en otros
paises sudamericanos como Chile”” y Brasil®.
En Argentina existen los recursos tecnoldgicos
y del conocimiento que son necesarios para el
diagnéstico y la identificacién de M. bovis, sin
embargo poco se sabe sobre la existencia de
diversos genotipos del agente, lo que contribuiria
grandemente a un mejor conocimiento del
comportamiento epidemiolégico del patégeno
en nuestro medio. Por ello, el objetivo del
presente trabajo es la identificacidn de subtipos
genéticos de M. bovis mediante la técnica de

MLVA a partir de muestras de leche.
MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue desarrollado en el
Laboratorio de Patologfa Animal de la Facultad
de Agronomia y Veterinaria (Universidad
Nacional de Rio Cuarto) de acuerdo a las
pautas internacionales del CIOMS (Council
for International Organizations of Medical
Sciences).
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Cepas de M. bovis: Para el estudio se
utilizé el ADN (conservado a -70°C) de siete
cepas de M. bovis que habian sido previamente
identificadas®. Dos de esas cepas (I y II) habian
sido aisladas de leche proveniente del tanque de
enfriado (tambo A) y las cinco restantes (III a
VII) habian sido aisladas de cuartos mamarios
de vacas con y sin mastitis clinica (tambo B).
Para mds detalle del origen de cada una de las
muestras ver Tabla 1. Brevemente, las muestras
de leche habian sido cultivadas en medio de
Hayflick, al menos 7 dias a 36+/- 1°C con
10% CO,, posteriormente observadas con lupa
estereoscopica y las colonias seleccionadas fueron
repicadas en medio liquido. Los mycoplasmas
(un mL del cultivo liquido) habian sido
recogidos por centrifugacién (8,000 X g por
10 min), lavados (dos veces con solucién salina
tamponada estéril) y resuspendidos en 150
pL de agua ultrapura estéril. El ADN habia
sido extraido por hervido (10 min) y las siete
cepas habian sido identificadas como M. bovis
mediante la amplificacién por PCR de un
fragmento del gen #vrC con condiciones y

cebadores descriptos previamente**?.

Andlisis MLVA: Para el andlisis por MLVA
de las cepas se incluyeron cuatro zonas con
repeticiones en tindem (TR) — seleccionadas a
partir de un repertorio de 9 zonas por ser las mds

polimérficas descriptas en un estudio previo .
Los loci analizados fueron: TR 35, TR 40-41,
TR 49-51 y TR 52. La amplificacién de cada
TR se realizé utilizando los mismos cebadores y
condiciones descriptas por los autores '*. Todos
los productos de las PCRs fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1,2% tefido
con Bromuro de Etidio (5 pg/mL) a 45 V por
5 horas.

RESULTADOS

Los alelos que fueron determinados para las
regiones analizadas (TR 35, TR 40-41, TR 49-
51y TR 52) se muestran en la tabla 1. El tamafo
aproximado de los amplimeros fue de 150 a
900 bp (tabla 1 y figura 1). De los 4 loci TR
analizados, s6lo se encontré variabilidad en TR
52, que llamativamente mostré dos probables
alelos en una misma muestra, en el caso de dos
muestras que provenian de vacas con mastitis

clinica del tambo B (tabla 1).

DISCUSION

El 28,5% de las muestras (2/7) mostraron
un subtipo genético diferente al resto, sélo
en una region repetida en tindem (TR 52)
presentando dos posibles alelos en esta regién.
Esto podria deberse a la presencia de diferentes
genotipos de M. bovis, a reacciones inespecificas

Tabla 1. Alelos determinados por electroforesis de los amplicones correspondientes a los loci TR analizados en las 7

cepas de M. bovis que fueron tipificadas. Tamafio de los probables alelos (aproximados): 1) 150pb, 2) 900pb,3) 490pb,

4) 550pb and 5) 650pb.

Tambo A B
Cepa de M. bovis I 1I 111 v Vv VI VII
Origen de la muestra de leche? TE TE MC | MC MSc MSc MSc
TR 35 1 1 1 1 1 1
” TR 40-41 2 EE
5 TR 49-51
&
4
TR 52 4 4 4y5 | 4y5 4 4 4

*TE: tanque de enfriado; MC: vaca con mastitis clinica; MSc: vaca con mastitis sub-clinica.
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de los cebadores o a la existencia de regiones
homélogas en distintas partes del genoma.
En estudios previos de caracterizacién de
aislamientos de M. bovis® también se ha
informado la aparicién de multiples bandas,
pero en el caso de la amplificacién de otros loci
TR. Por otra parte, la presencia de dos cepas
infectando simultdneamente algunos ovinos
ha sido demostrada en el caso de Mycoplasma
conjunctivae’ y este fenémeno ha sido hallado
también en nuestro trabajo con Mycoplasma
hyopneumoniae”’ donde lo observamos en una
region del gen p146 de M. hyopneumoniae (gen
homélogo del lppS de M. conjunctivae).

La idea de una posible infeccién con dos
cepas de M. bovis simultdneamente en el mismo
animal se tornarfa importante si se considera que,
curiosamente, en el presente estudio las muestras
que presentaron dos posibles alelos provenian de
muestras de leche de vacas con mastitis clinica,

TR 49 - 51

mientras las demds muestras eran de leche de
tanque de enfriado o de vacas sin signos clinicos
de mastitis. En este sentido, algunos estudios
de brote de mastitis 0 neumonia debidos a M.
bovis han mostrado que una misma cepa serfa la
responsable del brote y aparentemente existirfan
cepas especificas de cada tambo involucradas,
aunque dichos estudios utilizaron otras técnicas
moleculares como PFGE y Southern blot" *.
Debido a que la TR 52 codificaria para una
lipoproteina, esto podria tener implicancias en
la virulencia y por ende en la severidad de los
signos clinicos sin embargo deberfa estudiarse
en profundidad ésta y otras regiones codificantes
y/o las lipoproteinas que éstas codifican.

Los otros loci TR no mostraron diferencias,
contrariamente a lo previamente senalado por
Pinho et al.'® quienes encontraron para TR
35, TR 40-41 y TR 49-51 hasta 3, 5 y 3 alelos

respectivamente, y en base a ese polimorfismo

TR40-41

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes a las TR 35, TR 40-41, TR 49-51
y TR 52. Los diferentes nimeros indican diferentes alelos. A la derecha se observa el marcador de peso molecular -MW-

(100 pb DNA Ladder, INBIO) y se indica el tamafo de una de sus bandas.
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es que fueron escogidas para el presente estudio.
La escasa variabilidad encontrada podria deberse
al menor niimero de muestras analizadas o a que
realmente no existe diversidad en esas regiones
dentro de las cepas circulantes en los tambos
estudiados.

Hasta el momento s6lo pueden compararse
los alelos de los loci estudiados en el presente
trabajo con los de la cepa PG45 de M. bovis o
con los publicados por Sulyok ez a/ .», ya que

en las otras publicaciones disponibles® '®

no se
informa el nimero de Unidades de Repeticién
de los alelos encontrados.

Ademds, y siempre considerando solamente
las cuatro TR analizadas en el presente estudio,
los perfiles alélicos obtenidos podrian ser los
mismos a los obtenidos por Pinho ez al'® y
Sulyok er al.”, quienes analizaron cepas de
Portugal, Francia, Alemania, Irlanda, Italia,
Espana, Inglaterra, Hungria y Estados Unidos
de Norteamérica. Sin embargo, como sefialan
Sulyok ez al.?, debido a que los perfiles alélicos
de cada una de las muestras (individualmente)
no son publicados, como en el presente estudio,
y que tampoco existe una base de datos con los
patrones de las TR de M. bovis esto no puede
aseverarse fehacientemente.

El andlisis MLVA ha mostrado tener un alto
poder discriminatorio respecto a otras técnicas
de tipificacién®. Incluso el esquema original
propuesto por Pinho ez al.'® fue mejorado por
Spergser et al.. Esto sumado a la ductilidad de
la técnica la convierten en una buena opcién
para estudios epidemioldgicos.

Si bien el presente estudio no se focalizé
en estudios de brotes, el analisis MLVA ha
demostrado su utilidad en este tipo de estudios”
. Ensayos con un mayor nimero de muestras
en nuestro pais y la regién serfan necesarios
para poder identificar un mayor nimero de
subtipos genéticos de M. bovis. Dado que las
TR analizadas en el presente estudio codificarian
para lipoproteinas los cambios en el nimero de
repeticiones podrian generar variantes de las
mismas, que tendrian impacto sobre la virulencia
y/o lainmunogenicidad. Segun el conocimiento
de los autores es la primera vez que se informa
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la utilizacién del andlisis MLVA para establecer
diferencias entre cepas de M. bovis en Argentina.

CONCLUSIONES

Para los Joci TR analizados, se encontré una
escasa variabilidad entre las cepas estudiadas,
con el hallazgo de 2 posibles alelos en un mismo
locus para 2 de las cepas analizadas.
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