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Sumario

A Peripneumonia Contagiosa Bovina (PPCB) é uma doenca respiratdria infecciosa, de grande
relevo no ambito da producdo de gado bovino, causada pela bactéria Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides SC (MmmSC). Actualmente, a PPCB permanece endémica apenas em Africa,
sendo ai responsavel por perdas incontornaveis no sector pecuério. O ultimo surto de PPCB
detectado na Europa ocorreu em Portugal em 1999 mas, devido a sua natureza insidiosa, 0
risco de re-emergéncia é permanente. As estirpes de MmmSC associadas aos ultimos surtos
europeus de PPCB sdo tradicionalmente consideradas geneticamente muito homogéneas. No
entanto, trabalhos recentes de tipificacdo molecular revelaram a existéncia de uma
variabilidade genética intraspecifica superior ao que se esperava. A realizacdo deste trabalho
teve como base dois objectivos fundamentais: a tipificacdo de estirpes de MmmSC isoladas
durante os ultimos surtos de PPCB que ocorreram em Portugal entre 1993 e 1998, e a
aplicacdo de um método alternativo e inovador para a deteccdo e quantificagdo de MmmSC,
apos a infeccdo de culturas celulares. Para a concretizacdo do primeiro objectivo foi realizada
uma analise da variabilidade polimorfica de trés regies VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) existentes no genoma de estirpes de MmmSC. O locus VNTR4 comprovou ser o
mais polimorfico, detectando-se quatro perfis distintos entre as estirpes portuguesas. O perfil
VNTR4 do tipo “9” (numerado em funcgéo das repeti¢des da sequéncia de consenso) revelou-
se amplamente distribuido geograficamente e foi predominante entre os isolados. No entanto,
observou-se uma segregacao geogréafica de perfis, dado que na regido da Beira Litoral apenas
foram encontradas estirpes com o perfil VNTR4 do tipo “8”. Estes resultados sugerem que
podem ter ocorrido, pelo menos, dois eventos de re-emergéncia de PPCB em Portugal, entre
1993 e 1998. Para a realizacdo do segundo objectivo deste trabalho foi optimizada uma
técnica baseada na hibridag&o in situ com sondas de DNA fluorescentes (FISH) que permitiu
visualizar micoplasmas aderidos a culturas celulares. Esta técnica, que nunca tinha sido usada
previamente na deteccdo de MmmSC, comprovou ser adequada para futuras aplicagcoes em

estudos de citoaderéncia e para a detec¢do de micoplasmas em culturas celulares.

Palavras-chave: Peripneumonia Contagiosa Bovina (PPCB), Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides SC, VNTR (Variable Number of Tandem Repeats), FISH (Fluorescence In Situ
Hybridisation)






Abstract

The contagious bovine pleuropneumonia (CBPP) is an infectious respiratory disease of great
importance in the cattle production industry, caused by Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides SC (MmmSC). Currently, CBPP remains endemic in Africa, where it is responsible
for important losses in the livestock sector. The last outbreak of CBPP in Europe occurred in
Portugal in 1999 but, due to its insidious nature, the risk of re-emergence of this disease is
permanent. MmmSC strains associated with the recent CBPP outbreaks in Europe have been
considered genetically very homogeneous. However, recent molecular typing studies revealed
the existence of an intraspecific genetic variability higher than originally expected. This work
was based on two fundamental objectives: the typing of MmmSC strains isolated during the
last CBPP outbreaks that occurred in Portugal between 1993 and 1998, and the
implementation of an alternative and innovative method for the detection and quantification
of MmmSC after infection of cell cultures. To achieve the first objective we analised the
variability of polymorphic VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) regions existing in
the genome of MmmSC strains. The locus VNTR4 proved to be the most polymorphic,
presenting four distinct profiles among the Portuguese strains. The type "9" VNTR4 profile
(called according to the number of repetitions of the consensus sequence) proved to be widely
distributed and was predominant among the isolates. However, there was a geographical
segregation of profiles, since all strains found in the region of Beira Litoral presented a type
"8" VNTR profile. These results suggest that at least two CBPP re-emergence events may
have occurred in Portugal between 1993 and 1998. To achieve the second objective, a
fluorescence in situ hybridisation (FISH) technique was optimized that allowed the direct
visualization of mycoplasmas adherent to cell cultures. This technique, which has never been
applied previously for the detection of MmmSC, proved to be adequate for future applications
in cytadherence studies and for the detection of mycoplasmas in cell cultures.

Keywords: Contagious Bovine Pleuropneumonia (CBPP), Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides SC, VNTR (Variable Number of Tandem Repeats), FISH (Fluorescence In Situ
Hybridisation)
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CAPITULO |

Introducéo geral

I.1. Caracteristicas gerais das bactérias da classe Mollicutes

As primeiras bactérias desprovidas de parede celular foram descritas ha mais de 100 anos
mas, devido as suas caracteristicas controversas, permaneceram catalogadas como virus até
quase ao inicio da Segunda Guerra Mundial. Apenas em 1930 estes microrganismos foram de
facto considerados bactérias (Dybvig e Voelker, 1996), classificados na classe Mollicutes
(mollis- leve, cutis- pele). O termo micoplasma é assim trivialmente aplicado a qualquer
bactéria pertencente a classe Mollicutes, sendo o género Mycoplasma dos mais relevantes
deste grupo. Os micoplasmas sdo das células mais pequenas do mundo vivo, relativamente
simples, com capacidades auto-replicativas e com uma morfologia extremamente pleomorfica
(Figura 1.1), fruto da auséncia de parede celular. Por este motivo, sdo também resistentes aos
antibiodticos do grupo dos beta-lactdmicos que actuam sobre a biossintese do peptidoglicano,
como por exemplo a penicilina. Apesar da sua aparente fragilidade, estas bactérias actuam
geralmente como parasitas, colonizando um vasto leque de hospedeiros animais, incluindo

mamiferos, aves, répteis, artropodes e peixes, e plantas.

Figura 1.1. Imagem de microscopia electronica de células de
Mycoplasma pneumoniae apresentando uma morfologia pleomorfica

(adaptado de www.cdc.gov).



A andlise comparativa de sequéncias oligonucleotidicas, nomeadamente, dos genes que
codificam para 0 16S rRNA, tem tido um impacto generalizado nos estudos da filogenia e
evolucdo bacterianas. Consequentemente, estes estudos tém também moldado a sistematica
das bactérias da classe Mollicutes. Deste modo, apesar de desprovidos de parede celular, €
reconhecido que os micoplasmas estéo filogeneticamente relacionados com as bactérias Gram
positivas com baixo teor em guanina e citosina. Adicionalmente, a analise filogenética das
sequéncias que codificam para o gene do 16S rRNA permitiu subdividir as espécies de
micoplasmas em Vvarios grupos e géneros distintos (Figura 1.2). Entre os micoplasmas mais
relevantes encontram-se as espécies dos géneros Acholeplasma, Mycoplasma, Spiroplasma e
Ureaplasma.

Mycoplasma mycoides

Entomoplasma freundtii

Mesoplasma entormophilum

Entomoplasma ellychniae

Mesoplasma lactucae

Spiroplasma sabaudiense

Spiroplasma leptinotarsae

Spiroplasma apis

Spiroplasma mirum

Spiroplasma chrysopicola

Spiroplasma citri

Spiraplasma ixodetis

— Mycoplasma hominis

_:— Ureaplasma urealyticum
Mycoplasma pneumoniae

Haemobartonella muris

_I:-— Phytoplasma sp.
Acholeplasma laidlawii
—— Anaeroplasma bacfoclasticum
Erysipelothrix rhusiopathiae

Asteroleplasma anaerobium
Bacillus subtilis

Escherichia coli

Figura 1.2. Arvore filogenética de algumas espécies pertencentes a classe
Mollicutes (utilizando as espécies Bacillus subtilis e Escherichia coli como raiz),
baseada na anélise de sequéncias do gene que codifica para 0 16S rRNA
(Adaptado de Gasparich et al., 2004)

E de realcar, no entanto, que as analises filogenéticas baseadas num Unico gene podem

fornecer uma informacgédo limitada sobre as relagdes e histéria evolutiva das espécies



bacterianas (Fox et al., 1992; Oshima e Nishida, 2007). Estratégias mais recentes envolvem a
realizacdo de analises filogenéticas baseadas em sequéncias mais extensas, e até totais, dos
genomas bacterianos, tornadas possiveis com o aumento exponencial, nos ultimos anos, de
sequéncias de DNA depositadas em bases de dados publicas. Este tipo de andlise ja foi
realizado com algumas espécies de micoplasmas, incluindo as pertencentes ao género
Mycoplasma (Oshima e Nishida, 2007). Neste estudo foi evidenciada a existéncia de trés
grandes grupos de micoplasmas, com base na analise comparativa de 143 familias de genes
ortologos: grupo M. hyopneumoniae, grupo M. mycoides, grupo M. pneumoniae. Contudo, a
andlise filogenética dos genes que codificam para o0 RNA ribossomal dos micoplasmas é
considerada também bastante fiavel, uma vez que estes genes estdo menos envolvidos em
fenomenos de transferéncia horizontal de genes (muito frequentes nestas bactérias)
(Jomantiene et al., 1998; Oshima e Nishida, 2007).

Em termos de caracteristicas genotipicas gerais, 0s micoplasmas apresentam genomas de
tamanho bastante reduzido, inferior a 600 kb em algumas espécies, com uma elevada
percentagem de conteldo em adenina e timina. Outro aspecto invulgar relaciona-se com a
traducdo do coddo TGA no aminoacido triptofano na maioria das espécies de micoplasmas,
enquanto este corresponde ao coddo stop no codigo genético universal (Dybvig e Voelker,
1996). Estes organismos sdo desprovidos de muitos genes e, consequentemente, carecem de
muitas vias enzimaticas basicas, como por exemplo a via para a producdo da parede celular, a
via para a biossintese de purinas, o ciclo do acido tricarboxilico e o sistema de cadeia de
transporte de electrbes mediado por citocromos, entre outros. Os micoplasmas possuem um
cromossoma circular de DNA em cadeia dupla, com muitos elementos de DNA repetidos ao
longo do mesmo. Supfe-se que a maioria desses elementos corresponde a sequéncias de
insercdo (1S) (Dybvig e Voelker, 1996). Entre as sequéncias de inser¢cdo mais bem estudadas
encontram-se a 1S1221 (nas espécies Mycoplasma hyorhinis e Mycoplasma hyopneumoniae) e
a 1S1296 (na subespécie Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC - MmmSC) (Dybvig e
Voelker, 1996). Contudo, alguns dos elementos de DNA repetidos no genoma dos
micoplasmas ndo estdo relacionados com sequéncias de inser¢do mas sim com genes que
codificam antigénios de superficie, cuja recombinacdo poderd também contribuir para a

variagao antigenica nestas espécies.

A presenca de elementos de DNA extra-cromossomicos € rara nos micoplasmas, excepto nas

espécies de Spiroplasma. No entanto, ja foram encontradas formas replicativas de genomas



virais (fagos) em algumas espécies de Acholeplasma e Mycoplasma, como por exemplo o
isolamento do fago lisogénico MAV1 em Mycoplasma arthritidis. A ocorréncia de
plasmideos nos micoplasmas também ja foi identificada, porém com menor frequéncia. Estes
plasmideos foram, até a data, descobertos apenas nas especies Spiroplasma citri e
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides. Nesta Gltima espécie, os plasmideos pADB201 e
pKMKT1 séo relativamente pequenos (de tamanho inferior a 2 Kb) e contém somente factores

necessarios a sua autoreplicacdo e manutencdo (Dybvig e VVoelker, 1996).

Apesar das suas capacidades metabdlicas relativamente limitadas, os micoplasmas possuem
uma maquinaria metabolica suficiente para o crescimento celular, para a fuga as defesas
imunitarias e, por vezes, para a sobrevivéncia no hospedeiro por periodos indefinidos.
Algumas espécies sao mesmo capazes de invadir as células eucariotas e, aparentemente,
sobreviver intracelularmente. Varios estudos evidenciam um impacto crescente dos
micoplasmas na emergéncia de doengas em animais, incluindo no Homem, e plantas. Os
determinantes de viruléncia destas bactérias sdo incrivelmente complexos e as suas
propriedades bioldgicas Unicas desafiam o hospedeiro de uma forma totalmente diferente em
relacdo as bactérias patogénicas tipicas. Os micoplasmas tém sido referidos como co-factores
para a patogenicidade do Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), para algumas
transformacdes malignas, aberracbes cromossomicas, sindrome da Guerra do Golfo, sindrome

da fadiga cronica, doenca de Crohn e artrite (Baseman e Tully, 1997).

I.2. Factores de patogenicidade dos micoplasmas

Em contraste com outras bactérias patogénicas, em que a viruléncia € determinada
principalmente pela produgdo de toxinas, citolisinas e invasinas, nenhum gene de viruléncia
primario tipico foi, até agora, encontrado no genoma das quinze espécies de micoplasmas cujo
genoma total ja esta sequenciado (Fraser et al., 1995; Pilo et al., 2007; Westberg et al., 2004).
No entanto, e apesar de ainda pouco compreendida, a capacidade de fixa¢do dos micoplasmas
as células hospedeiras é considerada um dos seus principais factores de viruléncia. E de
realcar que micoplasmas mutantes, deficientes na sua capacidade de aderéncia, sdo
efectivamente avirulentos (Rottem e Naot, 1998). Também sdo conhecidas algumas estirpes
de micoplasma que exibem um organelo terminal polarizado, que funciona como ponto de
ancoragem as células hospedeiras (Figura 1.3A). Varias proteinas envolvidas na adeséo, tais
como a adesina P1 e proteinas acessorias desta, como as P30, P40, P90 e HMW3, foram
descritas em Mycoplasma pneumoniae (agente causador da pneumonia atipica primaria em

4



humanos) e localizam-se, aparentemente, neste organelo terminal (Figura 1.3B). Contudo,
como atras salientado, sdo relativamente desconhecidos os mecanismos de interaccdo das
proteinas de adesdo dos micoplasmas com 0s respectivos receptores, assentes nas membranas
das células hospedeiras (as sialoglicoproteinas e os glicolipidos sulfatados sdo dois tipos de
possiveis receptores). O organelo terminal pode também desempenhar um papel importante
em termos de mobilidade, pois foi observada a sua orientagdo no sentido do movimento

quando as células de espécies como M. pneumoniae e M. genitalium, entre outras, deslizam

em superficies lisas.

©P|, P30

@l P40. P9

O HMW1

L J HMW3

Figura 1.3. (A) Imagem de microscopia electrénica de transmissdo de Mycoplasma pneumoniae “M” aderido a
células mucosas ciliadas pelo organelo terminal (seta preta); (B) Esquema da localizacdo da maioria das

proteinas envolvidas na citoaderéncia de M. pneumoniae (Adaptado de Rottem, 2003)

Embora se considere que a maioria dos micoplasmas permanece ancorada a superficie das
células hospedeiras, alguns resultados demonstram que existem espécies de Mycoplasma
capazes de invadir e sobreviver dentro de células ndo-fagociticas. Um exemplo dessa situacao
verifica-se com a espécie Mycoplasma penetrans em células HelLa (Figura 1.4A) e em células
do tracto urogenital de pacientes humanos com SIDA (Rottem, 2003). Desta forma, a
auséncia de parede celular nestas bactérias permite o contacto directo entre a sua membrana e
a da célula hospedeira. Em condicdes apropriadas, este contacto pode levar a um rearranjo do
citoesqueleto da célula alvo e a fusdo celular que, no entanto, é dependente do contedo em
colesterol ndo esterificado da membrana plasméatica do micoplasma (p.e. Acholeplasma spp.



ndo sdo fusogénicas porque o colesterol ndo esterificado ndo € um componente estrutural das
suas membranas) (Figura 1.4B). A insercdo de componentes membranares dos micoplasmas
na membrana da célula hospedeira pode alterar locais de reconhecimento dos receptores,
perturbar a inducédo e expressao de citocinas e alterar a comunicacgéo entre as varias células do
tecido afectado (Rottem e Naot, 1998). Por exemplo, a disrup¢do dos canais de potassio das
celulas epiteliais brénquicas ciliadas, apos fusdo com células de M. hyopneumoniae, resulta

em ciliostase (Rottem, 2003).

Figura 1.4. (A) Microfotografia electronica de Mycoplasma penetrans inseridos em vesiculas de células Hela;

(B) Diagrama esquematico da fusdo de um micoplasma com uma célula eucariota (Adaptado de Rottem, 2003).

Outros determinantes de viruléncia relevantes em algumas espécies de micoplasmas sdo a
producdo de peroxido de hidrogénio e de radicais superdxido, a competicdo e deplecdo de
nutrientes e de precursores biosintéticos (afectando a manutencdo e o funcionamento da célula
hospedeira), a secrecdo de enzimas citoliticas (p.e. fosfolipases, ATPases, hemolisinas,
proteases e nucleases) e a residéncia intracelular (estabelecendo estados latentes ou crénicos e
ludibriando os mecanismos imunitarios e as terapias com drogas selectivas) (Baseman e
Tully, 1997). E de realcar, por exemplo, que a competicdo dos micoplasmas n&o
fermentadores por arginina pode levar rapidamente a supressdo das reservas deste
aminoacido, conduzindo & inibigdo da sintese de histonas nas células hospedeiras, causando
aberragfes cromossomicas, nomeadamente quebras, translocaces, reducdo numérica e

aparecimento de novas variedades cromossomicas.



Em suma, a espécie de micoplasma, o nimero de células patogénicas aderidas as células
hospedeiras, o periodo de incubagdo, a inducdo de citocinas pro-inflamatérias, a idade e o
sistema imunitario do hospedeiro, ditam a diversidade de patologias e a intensidade dos

sintomas despontados pelos micoplasmas.

1.3. O complexo de espécies Mycoplasma mycoides

O complexo Mycoplasma mycoides inclui seis espécies patogénicas de ruminantes com graus
varidveis de incidéncia e impacto economico (Figura 1.5). Incluém-se neste complexo as
espécies/subespécies Mycoplasma mycoides subsp. mycoides biotipo “Large Colony”
(MmmLC) e Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc), ambos agentes de pneumonias e
artrites em pequenos ruminantes; Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (Mcc), que
causa infeccdes pulmonares em cabras; Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae
(Mccp), responsavel pela Peripneumonia Contagiosa Caprina (PPCC); Mycoplasma sp.
“serogrupo bovino” 7 de Leach (MBG7), isolado a partir de bovinos e de cabras; e
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides biotipo “Small Colony” (MmmSC). Recentemente,
devido a sua identidade genética, a subespécie MmmLC foi reconhecida como pertencente a
subespécie Mmc (Shahram et al., 2010) e MBG7 foi formalmente classificada como

Mycoplasma leachii (Manso-Silvan et al., 2009).

A espécie do complexo Mycoplasma mycoides mais importante, pela gravidade e impacto
econdmico da doenca animal de que é responsavel, € M. mycoides subsp. mycoides biotipo

“Small Colony”, responsavel pela Peripneumonia Contagiosa Bovina (PPCB).
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Figura 1.5. Arvore filogenética incluindo espécies representantes do complexo Mycoplasma mycoides e outras
espécies proximas (baseada na andlise da sequéncia nucleotidica de cinco genes) (Adaptado de Manso-Silvan et
al., 2007)

1.4. Peripneumonia Contagiosa Bovina

A Peripneumonia Contagiosa Bovina (PPCB) que, como ja foi mencionado atras, possui a
bactéria MmmSC como agente etioldgico, € uma doenca respiratoria infecciosa de grande
relevo e impacto sécio-econdémico, principalmente em paises subdesenvolvidos (Pilo et al.,
2007). Afecta principalmente bovinos (Bos taurus), bufalos de dgua (Bubalus bubalis), zebus
(Bos indicus) e, eventualmente, ovinos e caprinos. A PPCB foi a Unica enfermidade animal de
origem bacteriana inserida na “Lista A” da OIE, que englobava as doengas infecciosas

responsaveis pelas grandes ameacas a satde animal. Até ao final do século XIX esta doenga



foi prevalente na maioria dos continentes, sendo reconhecida nalgumas regides da Europa
desde o século XVI (Lorenzon et al., 2003). A dispersdo da PPCB pela Europa deveu-se ao
crescente comeércio de animais em meados do século XIX. A erradicacdo desta doenga no
continente Europeu, cujo ultimo surto ocorreu em 1999 em Portugal, foi alcancada através de
politicas de restricdo na movimentacdo animal, impedimento da entrada de gado em éareas
afectadas, quarentena e abates em massa (Lorenzon et al., 2003; Pilo et al., 2007; Thiaucourt
et al., 1998). Actualmente, a PPCB esta confinada a algumas éareas da Africa subsariana
(Figura 1.6), sendo ai responsavel por grandes perdas na producdo de gado e,
consequentemente, efeitos socio-econémicos incontornaveis no comércio internacional de

animais. A prevaléncia desta doencga no continente asiatico permanece pouco clara.
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Figura 1.6. Distribuicdo global da peripneumonia contagiosa bovina em 2009 (adaptado de www.oie.int)

A transmissdo da PPCB ocorre principalmente por via aerogena, através da inalacdo de
aerossois expelidos pela tosse dos animais infectados. Mas também a saliva, as secrecOes
mucosas, a urina e a infec¢do placentaria podem constituir meios frequentes de transmissao.
Desta forma, as principais fontes de infeccdo e disseminagdo da doenca sdo 0s animais
portadores assintomaticos. Apos a infec¢do, a doenga tem um espectro de manifestacdo muito

variado englobando desde as formas agudas e hiperagudas até as variantes subagudas e



cronicas, estas ultimas com um elevado risco de transmissdo do agente infeccioso (Thiaucourt
et al., 1998). Na sua forma aguda, os sintomas e lesdes mais frequentes de PPCB nos animais
sdo a tosse muco-purulenta, dificuldades respiratorias, o cessar da ruminacdo, anorexia,
inducdo de abortos, pleurisia com acumulacdo de liquido exsudativo na cavidade pleural,
hepatizagdo pulmonar que confere um aspecto marmoreado ao pulmao, pericardite, peritonites
e edema interlobular (Figura 1.7A e C). A progressdo da doenga é rapida e a morte sucede-se
em poucos dias por asfixia e/ou falha cardiaca (March, 2004). Os animais infectados com a
forma cronica da doenca sdo caracterizados pela existéncia de capsulas de diferentes
tamanhos num dos pulmdes, compostas por material fibroso que circunda as areas necréticas
do parénquima pulmonar (sequestro) (Figura 1.7B). Esta fase crénica também pode ser
caracterizada por lesdes resolvidas na forma de cicatrizes fibrosas, mas que s6 sdo detectadas
nos animais abatidos e que possuiam a infeccdo ha pelo menos um ano (Thiaucourt et al.,
1998). A co-existéncia de sintomas pulmonares em adultos e artrite nos animais jovens deve

ser considerada um alerta para a possibilidade de um caso de PPCB.

A identificacdo do tipo de lesdo no matadouro também pode ajudar a clarificar a hipdtese de
PPCB. A quantidade de exsudado amarelo ou targido na cavidade pleural (acima dos 30
litros), o edema interlobular, o aspecto marmoreado de um dos pulmdes e o sequestro com
capsula fibrosa circundando o tecido necrético nos animais recuperados sdo aspectos a
considerar (Figura 1.7BC).

Figura 1.7. (A) Caso clinico de PPCB de um animal com dificuldades respiratorias; (B) Sequestro pulmonar de

um animal com PPCB crénica; (C) Aspecto marmoreado do pulmdo de um animal infectado (adaptado do
Manual de Saude Animal da OIE-FAQ, 2002)
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Nos paises em que existe um Plano de Erradicacdo, como foi o caso de Portugal até 2003, os
animais de uma exploragdo sdo periodicamente sujeitos ao teste de rastreio obrigatdrio
indicado pela OIE, o teste serologico de Fixacdo do Complemento (FC), que utiliza como
material biologico o soro animal. O abate, por sua vez, s6 é concretizado se se verificar um
resultado positivo para este teste de rastreio e se esse resultado for confirmado pelo teste de
immunoblotting (Gongalves et al., 1998), ou se o animal apresentar sinais clinicos evidentes
de PPCB. Apos o abate do animal, o diagnostico de confirmacdo de PPCB ¢ feito através do
isolamento e identificacdo do agente por testes culturais, bioquimicos e moleculares. Os testes
podem ser feitos a partir de amostras de lesdes pulmonares, fluido pleural, nédulos linfaticos e

exsudado pulmonar.

Actualmente, ndo existe uma terapia eficaz para tratar os animais infectados, sendo o uso de
antibidticos oficialmente desencorajado. No entanto, estes compostos sdo bastante utilizados
em varias regides africanas, mascarando muitas vezes 0s sintomas que permitem ponderar um
caso de PPCB. A profilaxia médica actual utilizada em muitos paises Africanos baseia-se na
aplicacdo de estirpes vacinais atenuadas de MmmSC. Actualmente sdo numerosas as estirpes
vacinais utilizadas apesar de, na generalidade, apresentarem uma eficacia bastante limitada
(sendo elas a T1 e a KH3J e os seus derivados - T1/44, T1sr e KHJsr, a T2, T3, F, Armara,
DKI e a V5, esta Gltima anteriormente usada com sucesso na Australia). Entre as estirpes mais
utilizadas em Africa encontram-se a T1/44 e a T1sr. A primeira foi obtida apds 44 passagens
da estirpe original T1 em ovos embrionarios e a segunda por passagens consecutivas que
originaram a variante T1sr, resistente a estreptomicina (Janis et al., 2008). Contudo, 0s
requisitos basicos para controlar a PPCB em Africa devem passar pela criagio de testes de
diagndstico sensiveis, faceis de executar e baratos, que consigam detectar 0 MmmSC ndo sé
em animais sintomaticos mas também em portadores assintomaticos, juntamente com
estratégias de vacinacdo mais eficazes capazes de reduzir a carga infecciosa nas areas
afectadas (Pilo et al., 2007). E de realcar que medidas de controlo como as que conduziram &
erradicacdo da PPCB na Europa, nomeadamente em Portugal, baseadas na deteccéo e abate
dos animais infectados, dificilmente poderdo ser aplicadas no continente Africano devido as
suas caréncias financeiras, a fragmentacdo ou auséncia de servigos veterinarios e aos

movimentos némadas do gado através das fronteiras.

H& ainda que realcar que as medidas de vigilancia para a PPCB devem ser mantidas

ininterruptamente, mesmo em regides do globo onde a doenca é considerada erradicada, pois
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ocorreram varios surtos de PPCB no final do século XX em paises do sul da Europa, tais
como Espanha, Itélia e Portugal, ap6s longos periodos de auséncia da doenca. Isto demonstra
a ameaca constante da PPCB sobre os paises industrializados, colocando em causa a eficacia

das respectivas campanhas de erradicacao.

1.5. Caracteristicas da espécie Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC

A andlise por microscopia electronica de varrimento mostrou que a morfologia celular de
MmmSC é relativamente esférica, de didmetro variavel entre 200 nm a 500 nm, e com uma
superficie irregular e granular (Figura 1.8A). As células surgem, normalmente, na forma
singular, mas a formacao em pares ou em pequenos grupos também é possivel (Bonvin-Klotz
et al., 2008). A divisdo binaria é a forma de reprodugdo dos micoplasmas, originando por
vezes filamentos multinucleares semelhantes a estruturas miceliares, que podem atingir 0s
100 um de comprimento e os 0,4 um de espessura (Figura 1.8B). A etimologia da designacao
Mycoplasma advém justamente desta propriedade, em myces, que significa fungo, e plasma,
com o significado de forma (i.e. forma de, ou semelhante a, um fungo) (Carvalho, 2008;
Miyata e Seto, 1999).

B /_,

Divisio \ Processo de

blnarla/\ filamentagao

Figura 1.8. (A) Microfotografia electronica de varrimento da superficie celular de MmmSC (adaptado de

Bonvin-Klotz et al., 2008); (B) Esquematizagdo do modo de reproducdo dos micoplasmas (adaptado de

www.utmb.edu)

Dado que estas bactérias ndo possuem parede celular, a membrana plasmatica é a Unica
barreira que as separa do ambiente envolvente sendo, portanto, os esterdis (p.e. colesterol)
suplementos nutricionais fundamentais nos seus meios de crescimento (Carvalho, 2008;

Nicholas e Bashiruddin, 1995). Muitos micoplasmas sdo considerados como microrganismos
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fastidiosos. O MmmSC cresce relativamente bem em meios de cultura artificiais, requerendo
no entanto suplementos especificos e selectivos, tais como o0 soro sanguineo inactivado (p.e.
soro de cavalo, meio de Gourlay), bem como um pH neutro e uma ligeira agitacdo da cultura
que permita 0 arejamento e aumente a taxa de crescimento. As culturas de MmmSC em meio
liquido tém uma aparéncia filamentosa, semelhante a uma nuvem que se dispersa facilmente
por agitacdo, resultante do seu modo de reproducdo (Carvalho, 2008). Em meio de cultura
s6lido as coldnias tém um aspecto tipico de “ovo estrelado” (Figura 1.9), com um didmetro
que raramente ultrapassa um milimetro (Carvalho, 2008; Thiaucourt et al., 2004). Esta
bactéria ndo sobrevive no ambiente, sendo facilmente inactivada em pH &cido ou alcalino, é

susceptivel ao éter, cloreto de mercurio, hidroxido de célcio, fenol e solugdes de formaldeido.
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Figura 1.9. Coldnias de MmmSC em meio de cultura sélido, com a aparéncia

tipica de “ovo estrelado” (adaptado de www.genomenewsnetwork.org)

Desde 2004, ano em que foi publicada a sequéncia completa do genoma da estirpe tipo de
MmmSC (PG1) (Westberg et al., 2004), muitos avancos tém sido feitos em prol de um maior
e melhor conhecimento das caracteristicas genéticas desta espécie. O cromossoma desta
estirpe é circular, com 1211703 pb, com um baixo contetdo em guanina e citosina (24%) e
uma das mais elevadas densidades de sequéncias de insercdo de entre todos 0s genomas
bacterianos sequenciados até a data (correspondente a cerca de 13% do seu genoma). Este
genoma contém 985 genes, dos quais 72 destes genes fazem parte de sequéncias de insercéo e

codificam enzimas transposases (Figura 1.10).

As sequéncias de inser¢do em MmmSC séo de trés tipos: a) ISMmy1, presente na estirpe PG1
em oito cdpias inteiras e uma coOpia truncada (este tipo de IS também ja foi descrito em
Mycoplasma bovis, indiciando a ocorréncia de fenomenos de transferéncia horizontal de
genes entre esta espécie e MmmSC); b) 1S1634, com 1872 pb e presente em 60 cépias (Vilei
et al., 1999); e c) 1S1296, com 1485 pb e repetida 28 vezes no genoma (Frey et al., 1995).

Estas IS estdo distribuidas ao longo de todo o genoma com a excepcao de trés regifes. A
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auséncia nestas regides, parcialmente conservadas entre todos os micoplasmas, inclui os
operdes das proteinas ribossomais, 0s genes da sintese de ATP e o grupo de genes da
piruvato-desidrogenase (Westberg et al., 2004). Além dos elementos IS, existem também no
genoma de MmmSC muitas sequéncias repetidas (29% do genoma), elas proprias flanqueadas
por sequéncias de insercdo (Westberg et al., 2004). As maiores repeticdes tém 24 kb, 13 kb e
12 kb, albergando genes importantes tais como o IppQ (que codifica a lipoproteina Q), 0 nox
(que codifica a NADH-oxidase), o ptsG (que codifica a permease do sistema
fosfoenolpiruvato), o oppF (que codifica um transportador ABC) e os genes phnB, phnC e
phnD (que codificam componentes de um transportador ABC alcilfosfonato) (Bischof et al.,
2006).

Metabolismo intermedidrio central
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Figura 1.10. Representacdo circular do genoma de MmmSC. Os genes sdo indicados por barras de diferentes
cores, representado categorias funcionais distintas; Circulo externo — posi¢cdes genémicas em bases, em que a
posi¢do nimero um é a primeira base do gene dnaA; Segundo circulo — genes na cadeia positiva; Terceiro
circulo — Genes na cadeia negativa; Quarto circulo - sequéncias de inser¢do; Quinto circulo — genes que
codificam para o tRNA e rRNA; Sexto circulo — genes envolvidos na biossintese da capsula, peroxido de
hidrogénio e proteinas varidveis de superficie; Sétimo circulo — distribuicdo do conteldo em guanina e citosina

(adaptado de Westberg et al., 2004).

Actualmente sabe-se que a estirpe tipo de MmmSC PG1, a partir da qual foi obtida a
sequéncia completa do genoma, ndo é a melhor representante do conjunto das estirpes desta

espécie, pois 0 seu genoma apresenta particularidades unicas. Por exemplo, a duplicagédo do
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segmento 24 kb é uma caracteristica peculiar a estirpe PG1 e pode ter resultado de fendmenos
de insercdo e/ou excisdo da sequéncia 1S1296 durante as numerosas passagens a que foi
sujeita em meios de crescimento artificiais (Bischof et al., 2006). O segmento 13 kb néo
existe nas estirpes europeias isoladas dos surtos mais recentes de PPCB (desde 1980) e s0 esta
presente em algumas estirpes africanas e australianas, o que constitui também um indicador
da instabilidade da repeticdo de 13 kb durante as repetidas passagens (Bischof et al., 2006).
As repeticbes de 12 kb e 8 kb parecem ser as mais estaveis, tendo sido detectadas em

duplicado ou em triplicado em todas as estirpes estudadas (Bischof et al. 2006).

A PPCB reemergente na Europa desde 1980 teve um comportamento mais insidioso e crénico
com taxas de mortalidade mais baixas, quando comparada com as manifestacdes clinicas
agudas e exacerbadas dos animais infectados nos paises africanos (Vilei et al., 2000). Esta
diferenca de sintomas foi, mais tarde, atribuida a variacbes nos proprios agentes infecciosos.
A tipagem de um conjunto de estirpes de MmmSC de diferentes paises e continentes, com
uma sonda para 151296, permitiu reconhecer dois grupos epidemiologicamente distintos desta
espécie: um grupo contendo as estirpes europeias, isoladas desde 1980, e outro grupo
englobando os isolados africanos e australianos recolhidos nos tltimos 50 anos (Cheng et al.,
1995; Vilei et al., 2000). Verificou-se também a existéncia de um segmento de cerca de 8,8
kb no genoma das estirpes africanas/australianas, adjacente a uma copia de 1S1296, que esta
ausente nas estirpes europeias (Vilei et al., 2000). Este fragmento contém uma cOpia de
I1S1634, o gene IppB, o ORF5 (que codifica duas proteinas membranares, sendo uma delas
rica em residuos prolina), o0 ORF2 e 0 ORFO (que codificam “putativos” transportadores
ABC) (Figura 1.11). A hipétese que se pondera € que a delecgdo deste fragmento nas estirpes
europeias provocou a disrupcdo do operdo gtsABC o que, consequentemente, podera ter
reduzido as suas capacidades para produzir perdxido de hidrogénio (H,O;) tornando-as
potencialmente menos virulentas (Houshaymi et al., 1997; Vilei e Frey, 2001). Por outro lado,
a expressdo do gene IppB constitui uma diferenca fenotipica significativa que diferencia as
estirpes de origem africana e europeia, explicando também o caracter clinico agudo vs.
cronico das doencas provocadas pelas estirpes de cada grupo (Vilei et al., 2000). Também ja
foram identificados genes similares ao gene IppB em algumas estirpes de MmmLC e de M.
leachii (Figura 1.11), o que pode explicar a ocorréncia frequente de reaccdes seroldgicas
cruzadas nos testes de diagndstico para a PPCB (Vilei et al., 2000).
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Figura 1.11. Mapa gendémico do locus de 8,8 Kb contendo o gene IppB em MmmSC e o seu analogo na estirpe
de referéncia de MmmLC (Y-Goat). Este locus diferencia as estirpes de MmmSC africanas/australianas
(representadas pela estirpe Afadé) das europeias (representadas pela estirpe L2), pela sua auséncia nas segundas
(adaptado de Vilei et al., 2000).

As caracteristicas genéticas, como a presenca de um elevado nimero de sequéncias repetidas
e de sequéncias de inser¢cdo no genoma de MmmSC, demonstram a elevada plasticidade
genotipica deste organismo, contribuindo também para a sua grande capacidade de adaptacédo

a varios nichos.

1.6. Mecanismos de patogenicidade em Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC

Para causar doenca, 0 MmmSC possui mecanismos particulares para aderir a tecidos
especificos do hospedeiro, para invadir as suas defesas imunitarias, para permitir a sua
persisténcia e disseminacdo no animal infectado e causar inflamacéo e sinais citopéticos,
através da libertacdo de metabolitos citotoxicos (Pilo et al., 2007). A perda de alguns destes
mecanismos pode conduzir a atenuagdo ou perda total da viruléncia por parte das estirpes.
Véarias moléculas localizadas na superficie externa da membrana plasmatica destes
micoplasmas, tais como lipoproteinas e polissacarideos capsulares, protegem as bactérias da
actividade bactericida do sistema do complemento e de células do sistema imunitario,
funcionando também como desencadeadores do processo inflamatorio no hospedeiro (Pilo et
al., 2007).
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As lipoproteinas sdo moléculas importantes na interaccdo das bactérias com as células
hospedeiras, nomeadamente nos processos de adesdo (Pilo et al., 2007). De entre as
lipoproteinas mais bem caracterizadas em MmmSC destacam-se a LppA, altamente
conservada nos micoplasmas do complexo M. mycoides (Monnerat et al., 1999), e a LppB,
encontrada apenas nas estirpes de MmmSC do subtipo africano/australiano, estando ausente
nas estirpes europeias isoladas ap6s 1980, embora ja tenha sido detectada noutras espécies do
complexo M. mycoides, em particular em M. leachii. A proteina LppC é expressa em todas as
estirpes de MmmSC e noutras espécies de Mycoplasma menos virulentas (Pilo et al., 2003),
enquanto a LppQ esta apenas presente em MmmSC (Abdo et al., 2000; Bonvin-Klotz et al.,
2008; Pilo et al., 2007). Esta altima lipoproteina apresenta uma grande semelhanca com as
proteinas de caracter superantigénico, tendo a sua especificidade sido explorada para o
desenvolvimento de um teste de ELISA mais robusto aplicavel ao diagnéstico da PPCB
(Bruderer et al., 2002; Janis et al., 2008; Pilo et al., 2007).

A aderéncia dos micoplasmas as células hospedeiras é um factor particularmente importante
na viruléncia destes microrganismos. Neste contexto, as adesinas, para além de activarem as
vias de transducdo de sinal na célula alvo e induzirem a inflamac¢do (Razin et al., 1998), séo
também, provavelmente, responsaveis pela especificidade de hospedeiro e pelo tropismo
tecidular apresentados pelas diferentes espécies de micoplasmas. Embora varias adesinas
tenham sido ja identificadas nalgumas espécies de Mycoplasma, nenhuma foi ainda detectada
em MmmSC (Pilo et al., 2007).

A variacdo de fase € um mecanismo comum entre as espécies de micoplasmas. Este fendmeno
leva & emergéncia de populagBes intra-clonais varidveis que mantém uma arquitectura
superficial dindmica, antigénica e funcionalmente versatil, possibilitando a adaptacdo dos
micoplasmas a um vasto leque de condi¢bes (Rottem, 2003). Uma proteina de 16 kDa de fase
variadvel, denominada Vmm, que revelou uma variacdo reversivel ON-OFF com alta
frequéncia per célula per geracdo, foi encontrada nas estirpes de MmmSC (Pilo et al., 2007).
A variacdo desta proteina € regulada ao nivel da transcricdo por insercdes ou delecgdes dos
dinucle6tidos AT numa regido do promotor (Persson et al., 2002; Westberg et al., 2004). A
funcdo desta proteina ndo € ainda claramente conhecida, mas sugere-se que aumenta a
capacidade de aderéncia de MmmSC e permite criar um mecanismo de escape ao sistema
imunitario (Pilo et al., 2007).
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O peroxido de hidrogénio é um agente oxidativo que reage com os iGes de cobre das células e
fluidos corporais para formar radicais livres, incluindo o superoxido e os radicais hidroxilo,
altamente toxicos (Rice et al., 2001). Este composto pode ser formado nos micoplasmas
durante a oxidacdo dos agUcares, acidos gordos e glicerol (Miles, 1992). Num modelo
proposto recentemente para explicar as propriedades citotoxicas de MmmSC, o glicerol
presente nos fluidos intersticiais € incorporado activamente na bactéria pelo transportador
GtsABC e, posteriormente, fosforilado a glicerol-3-fosfato (G3P). O G3P é oxidado pela
enzima L-a-glicerofosfato oxidase (GIpO), para formar dihidroxiacetona-fosfato (DHAP),
libertando H,0O, (Figura 1.12) (Pilo et al., 2007; Rice et al., 2001). Quando existe contacto
intimo entre os micoplasmas e a membrana da célula hospedeira 0 H,O,, ou as espécies de
oxigénio reactivas (ROS), entram nesta Ultima e actuam como um poderoso mediador de
danos celulares e indutor de processos inflamatérios (Pilo et al., 2005; Pilo et al., 2007).
Desta forma, a toxicidade provocada pelo MmmSC estd claramente dependente de um
mecanismo de aderéncia eficiente entre as bactérias e as células hospedeiras, que permite a

accdo do H,0, a curtas distancias (Bischof et al., 2008).
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Figura 1.12. Representacdo esquematica das varias vias de viruléncia de
MmmSC (adaptado de Pilo et al., 2007).
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1.7. Biogeografia de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC

As estirpes de MmmSC foram consideradas geneticamente muito homogeéneas entre si até
1995. Porém, com o advento da crescente utilizacdo de métodos moleculares de tipagem mais
discriminantes foram reveladas diferencas genéticas intraspecificas relevantes nesta espécie,
principalmente entre as estirpes africanas e australianas (Poumarat e Solsona, 1995). A
aplicacdo de uma técnica de Southern Blotting, utilizando a sequéncia de inser¢do 1S1296
como marcador, permitiu discriminar dois grupos principais de MmmSC, africano/australiano
e europeu, e detectar polimorfismos existentes entre as estirpes de origem africana (Cheng et
al., 1995). Mais recentemente, foi descrita uma ferramenta para a tipagem de estirpes de
MmmSC baseada na analise de sequéncias de DNA multilocus (MLSA) (Lorenzon et al.,
2003). Para além de analisar a presenca de polimorfismos em seis loci do genoma de
MmmSC, estes autores avaliaram a presenca ou auséncia do fragmento gendémico de 8,8 kb
(ausente nas estirpes europeias). Foram assim obtidos quinze perfis de MLSA numa amostra
de 48 isolados de MmmSC, para além de uma distin¢do clara entre as estirpes europeias, as da
Africa subsaariana e as do sul e do ocidente africano. Foi também sugerido neste estudo que
0s surtos mais recentes de PPCB na Europa ocorreram por re-emergéncia da doenca e nao por
uma re-introducio de origem africana. E de realcar a grande diversidade de perfis MLSA
encontrados entre as estirpes de MmmSC da Africa subsaariana. Segundo alguns autores
(Curasson, 1942), a PPCB ja existia em Africa antes da sua introducio durante o periodo de
colonizacdo e, como tal, o processo evolutivo destas estirpes foi mais longo e contribuiu para
a formacdo de mais polimorfismos alélicos. Uma estirpe ancestral de origem africana tera
também alcancado uma dispersdo global em meados do século XIX, fazendo com que os
isolados australianos, indianos e alguns africanos mais recentes partilhassem o mesmo perfil

alélico (Lorenzon et al., 2003).

A publicacdo da sequéncia completa do genoma da estirpe tipo de MmmSC, em 2004
(Westberg et al., 2004), permitiu aferir e melhorar as ferramentas de tipagem molecular para
este microrganismo. Deste modo, uma versdo melhorada da técnica MLSA, com novos
primers, foi recentemente descrita por Yaya e colaboradores (2008). Foram estudados, nesta
nova versdo, os polimorfismos alélicos em oito loci do genoma de MmmSC. Deste estudo
resultou a criacdo de trés grupos principais de estirpes de MmmSC (A, B e C), por onde se
distribuiam 31 perfis alélicos distintos, encontrados entre as 51 estirpes analisadas (Figura
1.13).
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Figura 1.13. Distribui¢do geografica dos perfis alélicos de MmmSC, determinados por MLSA, onde é

possivel observar a correlagéo entre o perfil das estirpes e a sua origem (adaptado de Yaya et al., 2008)

As estirpes do grupo A estavam confinadas ao ocidente e centro do continente africano,
indiciando que a PPCB ja existia no continente antes da colonizacdo do século XIX. Em
oposicao, a localizacdo das estirpes do grupo B, na regido Este de Africa, sugeriu que a PPCB
foi aqui introduzida a partir do influxo de animais infectados vindos da Europa, através de
colonias italianas ou de expedi¢des inglesas em 1868 (Yaya et al., 2008). Por outro lado, as
estirpes do grupo C correspondem as estirpes europeias mais recentes, isoladas apds 1980, e a
Unica estirpe europeia isolada em 1967 (Figura 1.13). As estirpes de MmmSC de origem
europeia p6s-1980 mostraram alelos peculiares que ndo foram observados nas estirpes néao-
europeias. Este facto sugere também, mais uma vez, que os surtos de PPCB ocorridos na
Europa ap6s 1980 ndo se deveram a uma re-introducéo da doenca a partir de Africa, antes
pressupdem o seu ressurgimento a partir de um reservatorio ndo identificado (p.e. caprinos ou
ovinos), ou da circulacdo de estirpes pouco patogenicas e, consequentemente, dificilmente
detectaveis que, por motivo desconhecido, recuperaram a viruléncia (Yaya et al., 2008). Foi

também evidenciado neste estudo uma ligacdo genética entre a estirpe europeia isolada em
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1967 e os isolados do sul de Africa e Australia, corroborando as informagdes historicas de

introdugdo de PPCB nestas regides durante a colonizacéo do século XIX.

1.8. Objectivos do trabalho e plano da dissertacdo

As estirpes de MmmSC responsaveis pelos surtos de PPCB que ocorreram na Europa entre
1980 e 1999, nomeadamente em Itélia, Franca, Espanha e Portugal, tém sido tradicionalmente
consideradas geneticamente muito homogéneas. No entanto, estudos recentes, baseados num
numero limitado de estirpes de origem europeia, evidenciaram uma heterogeneidade
molecular intraespecifica superior a esperada. Deste modo, o primeiro grande objectivo deste
trabalho foi aferir retrospectivamente a variabilidade genética intraspecifica num ndmero
alargado de estirpes de MmmSC, responsaveis pelos surtos de PPCB ocorridos em Portugal
entre 1993 e 1998. Para tal foi utilizada uma técnica de tipagem baseada na analise do numero
variavel de repeticdes em tandem (VNTR) no genoma destas estirpes, mantidas na colecgéo
de culturas do Laboratério Nacional de Investigacdo Veterinaria. Por outro lado, 0s
mecanismos de patogenicidade de MmmSC estdo ainda pouco estudados, particularmente no
qgue concerne a identificacdo e caracterizagdo das moléculas envolvidas na aderéncia as
células hospedeiras. Deste modo, o segundo grande objectivo deste trabalho foi a optimizacao
de uma técnica baseada na hibridagdo in situ com sondas de DNA fluorescentes (FISH)
possibilitando a deteccdo e a quantificacdo de micoplasmas aderidos a células eucariotas alvo,
nomeadamente a células epiteliais de pulmdo de embrido bovino (EBL). Esta técnica sera
certamente Gtil em estudos posteriores de citoaderéncia e para a detecgdo de micoplasmas em

culturas celulares.

Esta dissertacdo divide-se em quatro capitulos. No primeiro, e actual, capitulo foi feita uma
introducgdo geral, realcando as caracteristicas, a importancia e o impacto socio-econémico da
Peripneumonia Contagiosa Bovina e do agente etiologico desta importante doenca animal. No
segundo capitulo é descrita a analise da variabilidade genética intraspecifica das estirpes de
MmmSC responsaveis pelos ultimos surtos de PPCB em Portugal. O terceiro capitulo é
referente a optimizacdo da técnica FISH aplicada & deteccéo e quantificacdo de micoplasmas
aderentes a células eucariotas. Finalmente, no quarto e ultimo capitulo, sdo tecidas

considerac0es finais e perspectivas de trabalho futuro.
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CAPITULO 11

Variabilidade genética intraespecifica de Mycoplasma mycoides subsp.

mycoides SC

11.1. Introducéo

O género Mycoplasma inclui véarias especies bacterianas responsaveis por doencas em
animais, nomeadamente 0os membros do complexo Mycoplasma mycoides. As espécies
patogénicas mais importantes deste complexo sdo Mycoplasma capricolum subsp.
capripneumoniae (Mccp), responsavel pela peripneumonia contagiosa caprina (PPCC), e
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC (MmmSC), agente etiolégico da peripneumonia
contagiosa bovina (PPCB). Esta Ultima doenca é prevalente no continente africano e
responsavel por perdas na producdo pecudria de valor inestimavel, contribuindo para o
empobrecimento das comunidades locais. A PPCB esta erradicada na Europa desde Fevereiro
de 1999, tendo o ultimo surto sido reportado em Portugal. Historicamente, a PPCB re-emergiu
em Portugal em Janeiro de 1983 numa exploracdo perto da fronteira espanhola, ap6s um
periodo de 30 anos de auséncia (Regalla, 1984). Este acontecimento conduziu ao
estabelecimento de um plano nacional de erradicacdo da PPCB, em 1989, de acordo com as
recomendacdes da OIE. As regides portuguesas mais afectadas pela doenca situavam-se no
norte e no centro do pais, nas regides de Entre-Douro e Minho e Beira Litoral devido,
provavelmente, as condicdes climatéricas propicias para a propagacdo do agente (zonas
himidas), a elevada densidade da populacdo de bovinos, o tipo de exploracdo, de pequena
dimensdo e com éareas de pastagem comuns, e a ocorréncia nestas regides de um numero
elevado de feiras e mercados tradicionais de gado que facilitaram a transmissdo da doenca
entre os animais (Gongalves et al., 1998). Alguns casos foram também documentados na
Beira Interior, Ribatejo Oeste e Alentejo. O Pais adquiriu o estatuto da OIE de “ Pais livre de
PPCB” em 2003.

Apesar das diferencas na origem geogréafica e hospedeiros de isolamento, as estirpes europeias
de MmmSC, em oposi¢do ao que é observado entre as estirpes africanas/australianas, sdo
tradicionalmente consideradas bastante homogéneas geneticamente entre si com base,
nomeadamente, nos resultados da analise do nimero de copias e posicdo cromossomica das
sequéncias de inser¢do 1S1296 (Botelho, 2001; Cheng et al. 1995) e 1S1634 (Vilei et al.
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1999), e por RFLP (Poumarat e Solsona, 1995). Mais recentemente, o desenvolvimento e
aplicacdo de novas técnicas de genotipagem, tais como 0 MLSA (Lorenzon et al., 2003; Yaya
et al., 2008) e a analise de VNTRs (McAuliffe et al., 2007), evidenciou uma variabilidade
geneética acrescida entre as estirpes europeias de MmmSC. Entre os 60 VNTRs detectados no
genoma da estirpe tipo de MmmSC (PG1), McAuliffe e colegas (2007) verificaram que trés
apresentavam variacOes alélicas entre diferentes estirpes desta espécie. Estes autores
designaram estes loci polimoérficos de VNTR4, VNTR5 e VNTR42. O locus VNTR4 esta
contido no interior do gene natA, que codifica um componente de ligacdo ao ATP de um
transportador ABC Na* e uma proteina hipotética transmembranar; o VNTR5 abrange a
regido terminal do gene natA, uma regido intergénica ndo codificante e termina dentro do
locus MSC_0399; e 0 VNTR42 posiciona-se no interior da regido 8,8 Kb (ja descrita
anteriormente como estando ausente nas estirpes europeias de MmmSC), mais precisamente
no interior da proteina transmembranar MSC_0523. O VNTR4 apresentou oito perfis
diferentes entre as estirpes de MmmSC estudadas pelos autores, incluindo estirpes africanas e
europeias. A analise do VNTR5 apenas permitiu a distincdo da estirpe africana Afadé das
restantes 38 estirpes analisadas; e a diferenciacdo entre os isolados africanos/australianos e 0s
europeus foi possivel pela analise do VNTR42, ausente nos segundos. E ainda de realcar que
as 18 estirpes europeias testadas foram diferenciadas em quatro perfis de VNTR4 distintos,
comprovando a capacidade desta técnica de tipagem para estudar a diversidade de
polimorfismos das estirpes europeias. Destas, oito estirpes de MmmSC eram portuguesas e
foram distribuidas por quatro tipos moleculares (correspondentes a diferentes perfis alélicos
de VNTR4). Estes dados levantaram a duvida sobre a causa dos Ultimos surtos de PPCB em
Portugal, ou seja, se teriam sido causados por uma Unica estirpe virulenta de MmmSC,
prevalente em todos os territérios afectados, ou por varias estirpes, com caracteristicas
distintas e, eventualmente, dominantes em diferentes territorios. Neste trabalho foi realizada
uma andlise epidemioldgica retrospectiva, com base num ndmero alargado de estirpes de
campo de MmmSC mantidas em colec¢do no LNIV, com diferentes origens geograficas em

Portugal, de modo a tentar responder a esta questao.
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11.2. Materiais e métodos

11.2.1. Estirpes analisadas

Neste trabalho foram estudadas 81 estirpes pertencentes ao complexo Mycoplasma mycoides
(Tabela 1), mantidas na coleccdo de culturas do LNIV a — 80 °C. Sessenta e cinco destas
estirpes correspondem a MmmSC isoladas durante os surtos de PPCB que ocorreram em
Portugal entre 1993 e 1998. Os isolamentos foram feitos a partir de pulméo ou ganglios
linfaticos de bovinos, um caprino e um ovino das regifes de Tras-os-Montes e Alto Douro,
Entre Douro e Minho e Beira Litoral Norte (Tabela 1). Os restantes 16 isolados englobam as
estirpes vacinais (T1-SR e KH3J), estirpes de referéncia de MmmSC africanas/australianas, a
estirpe L2 (representante das estirpes europeias de MmmSC), a PG1 (estirpe tipo de MmmSC)
e estirpes de outras espécies do complexo Mycoplasma mycoides (MmmLC, Mccp e M.
leachii) (Tabela 1).

A identificagdo das estirpes de MmmSC foi anteriormente realizada no LNIV através de testes
bioquimicos (teste da glucose, da arginina, da fosfatase e do tetrazolio), testes de inibicdo de
crescimento com soros hiperimunes de coelho, analise da morfologia das coldnias, testes
seroldgicos e métodos moleculares, nomeadamente a amplificacdo por PCR da regido CAP-
21 seguido da sua restricdo com a enzima Asnl (Bashiruddin et al., 1994; Botelho, 2001;
Miserez et al., 1997).

11.2.2. Condicdes de cultura

As estirpes de micoplasmas foram descongeladas, a partir de aliquotas conservadas a —80 °C,
e inoculadas em cinco ml de meio liquido de Hayflick, numa propor¢édo de 1:10 (Anexo). A

incubacdo realizou-se numa atmosfera de 5% de CO, durante 8 dias a 37 °C.

11.2.3. Testes bioquimicos

Algumas estirpes de MmmSC foram re-testadas neste trabalho em relagdo a algumas das suas
propriedades metabolicas, de modo a confirmar a sua identidade. Os testes realizados
consistiram na anélise da sensibilidade a digitonina, a fermentacéo da glucose, a hidrolise da
arginina, a actividade da fosfatase e a reducdo do tetrazdlio. Os resultados esperados destes

testes para as varias espécies de micoplasmas, incluindo MmmSC, encontram-se em Anexo.
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Sensibilidade a digitonina

Inocularam-se directamente 250 pl (10 gotas de 25 ul) de uma cultura de micoplasma, com
quatro dias de desenvolvimento em meio liquido Hayflick, por inundacédo numa placa de meio
Hayflick sélido (Anexo). Retirou-se 0 excesso, deixou-se secar a temperatura ambiente e
colocou-se um disco impregnado de digitonina no centro da placa. Apds incubacéo de 4 dias a
37 °C numa atmosfera com 5% de CO, observou-se as placas ao microscopio éptico e a olho
nu para avaliar a morfologia, o tamanho das coldnias e a existéncia e dimensdo do halo de

inibicdo de crescimento.

Fermentacéo da glucose

Prepararam-se tubos de ensaio com 5 ml de meio liquido para a andlise bioquimica da
fermentacdo da glucose (Anexo), que foram inoculados com 150 ul (6 gotas de 25 ul) da
cultura de micoplasma em meio Hayflick liquido com 4 dias de incubacdo. Os tubos foram

incubados a 37 °C em atmosfera normal e o resultado foi registado ao fim de 4 dias.

Hidrélise da arginina

Prepararam-se tubos de ensaio com 5 ml de meio liquido para a analise bioquimica da
arginina (Anexo), que foram inoculados com 150 pl (6 gotas de 25 ul) da cultura de
micoplasma em meio Hayflick liquido com 4 dias de incubagdo. Os tubos foram incubados a
37 °C em atmosfera normal e o resultado foi registado ao fim de 4 dias.

Actividade da fosfatase

Prepararam-se tubos de ensaio com 5 ml de meio liquido para a analise bioquimica da
fosfatase (Anexo), que foram inoculados com 150 ul (6 gotas de 25 pl) da cultura de
micoplasma em meio Hayflick liquido com 4 dias de incubagdo. Os tubos foram incubados a
37 °C em atmosfera normal e o resultado foi registado ao fim de 4 dias, apds a adi¢do de duas
gotas (50 pl) de hidroxido de sédio (NaOH) a 5%.

Reducéo do tetrazolio (MTT)

Prepararam-se tubos de ensaio com 5 ml de meio liquido para a analise bioquimica do
tetrazolio (Anexo), que foram inoculados com 150 pl (6 gotas de 25 pl) da cultura de
micoplasma em meio Hayflick liquido com 4 dias de incubacao. Os tubos foram incubados a

37 °C em atmosfera normal e o resultado foi registado ao fim de 4 dias.
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11.2.4. Extraccdo de DNA

Para a extraccdo de DNA genomico a partir das culturas de micoplasmas foi utilizado um
método simples baseado na fervura das mesmas. Foram preparadas aliquotas de 500 ul da
cultura em meio liquido Hayflick, com 4 dias de incubacdo, em microtubos esterilizados. As
aliquotas foram centrifugadas a 1500 xg durante 5 minutos (Centrifuge 5415D, Epperndorf).
Apos a centrifugacdo descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 70 pl de
agua bidestilada estéril, agitou-se no vortex e incubou-se a 95 °C em banho de &gua durante
30 minutos. Apds esta incubacdo, a suspensao foi centrifugada a 1500 xg durante um minuto
e 0 sobrenadante, contendo DNA genomico, foi transferido para um novo microtubo e
congelado a — 20 °C até ser utilizado. Ndo foi executado nenhum passo de purificacdo
adicional do DNA extraido, e 0 mesmo foi diluido em agua bidestilada estéril (1:10) antes da

sua utilizacdo nas reaccdes de PCR.

11.2.5. PCR-REA da regido CAP-21

A identidade de alguns dos isolados de micoplasmas foi confirmada por PCR-REA da regido
CAP-21, de acordo com procedimentos adaptados de Bashiruddin e colegas (1994). Este
método baseia-se na amplificacdo de um segmento da regido genémica CAP-21, com 574 pb,
presente em todos os membros do complexo M. mycoides. Posteriormente, segue-se a
digestdo dos produtos de PCR com a enzima de restrigdo Asnl, detectando-se dois (379 e 178
pb) ou trés (220, 178 e 153 pb) fragmentos em gel de electroforese, caso se esteja na presenca
de estirpes de MmmSC ou MmmLC/Mmc, respectivamente. A reac¢do de PCR foi realizada
num termociclador MIMini™ (Bio-Rad), para um volume final de 25 pl contendo 3 mM
MgCl,, 400 UM dNTPs (Promega), 1 uM de cada primer MM450 (5’-GTA TTT TCC TTT
CTA ATT TG-3") e MM451 (5’-AAA TCA AAT TAA TAA GTT TG-3’), 2,5 U de Taq
DNA polimerase (Promega), e respectivo tampao 1x, e 1 ul de suspensdo de DNA extraido e
diluido. As misturas foram sujeitas a 1 min a 94 °C, 1 min a 50 °C e 2 min a 72 °C, durante 30
ciclos de amplificagdo. Os produtos amplificados (5 ul) foram analisados por electroforese
através de um gel de agarose a 1,5% durante 2 h a 90 V (Sub-Cell® GT, Bio-Rad). A
marcacdo das bandas de DNA foi obtida com GelRed™ (Biotium) e observada num
transiluminador UV (UV Transilluminator, UVP), de acordo com as instrucGes do fabricante.
A digestdo enzimatica consistiu na preparacdo de uma mistura de reac¢do, com um volume
final de 10 ul contendo 5 pl de agua bidestilada, 2 pl do produto de PCR, 2 pl da solucdo de
endonuclease Asnl 5U (Boehringer Mannheim GmbH) e 1 pl do respectivo tampédo 10x. A
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mistura foi em seguida incubada a 37 °C durante 1 h. Para a observacdo dos fragmentos
digeridos, preparou-se um gel de agarose a 2% e 5 pl do produto foi sujeito a electroforese
durante 1 h a 100 V. A visualizacdo dos fragmentos foi feita através do transiluminador UV

com recurso & utilizacdo do GelRed™, de acordo com as instrugées do fabricante.

11.2.6. Obtengéo de perfis de VNTR

A andlise dos perfis de VNTR das estirpes portuguesas de MmmSC foi realizada de acordo
com o descrito por McAuliffe e colegas (2007). Foram analisados os seguintes loci: VNTR4
(posicdo no genoma da estirpe PG1: 452035 - 452162), VNTR5 (posicdo no genoma da
estirpe PG1: 452875 - 452925) e VNTR42 (posicdo no genoma da estirpe PG1: 595886 -
596099). Estes loci foram amplificados por PCR com os seguintes pares de primers: 4F (5’-
AAT CAG CGT GAT TCAGCT TT-3") e 4R (5-TTG CTT TGATTA ACT TGT TG TTT
T-3’) para o VNTR4; 5F (5°-TGA ACA AAA TAA ATT ACG TGA AAT G-3’) e 5R (5°-
AAG TTT AAG ATG CAA AAC AAA CG-3’) para o VNTRS; e 42F (5°-ATT ATG ATG
ATG GAG AGC AA-3’) e 42R (5’-CAT TCT GCT TTT CAA GAT GT-3’) para o VNTR42.
Foram preparadas trés solucbes de PCR para cada estirpe de micoplasma a analisar, de forma
a amplificar cada um dos trés VNTRs seleccionados (VNTR4, VNTR5 e VNTR42), para um
volume final de 25 ul contendo 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs (Promega), 0,4 mM de cada
primer (4F/4R, 5F/5R ou 42F/42R) (Invitrogen), 0,5 U de Taqg polimerase (Promega) e
respectivo tampdo 1x e 1 pl de solucdo diluida de DNA extraido. As amostras foram sujeitas
a um passo inicial de desnaturacdo a 94 °C durante 5 min e, posteriormente, a 30 ciclos de
amplificacdo de 1 mina 95 °C, 45 s a 56 °C, 1 min a 72 °C e, por fim, a um passo de extensdo
final de 10 min a 72 °C (MJMini™, Bio-Rad). Os produtos de PCR foram analisados por
electroforese a 45V durante 8 h (Sub-Cell® GT, Bio-Rad), através de um gel de agarose a 3%
(Lonza). Em cada gel foram adicionados os marcadores de pesos moleculares Hyperladder 11
e Hyperladder 1V (Bioline) (5 pl). A visualizagéo foi realizada num transiluminador UV (UV
Transilluminator, UVP) com auxilio de GelRed™ (Biotium) para a marcacio das bandas de
DNA, de acordo com as instruc@es do fabricante. O programa informatico GELCOMPAR 11
(Applied Maths) foi utilizado para determinar a dimensdo das bandas de DNA, através da
analise de fotografias digitais dos géis de electroforese. De acordo com o tamanho dos
produtos de PCR, cada VNTR foi classificado por um sistema numérico de modo a identificar

os tipos moleculares (ver Resultados e Discussao).
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11.2.7. Analise in silico de sequéncias nucleotidicas de DNA

A analise comparativa das sequéncias de DNA foi realizada através do seu alinhamento
usando o software CLUSTAL X v2.0. As sequéncias analisadas, correspondentes aos loci
VNTR4, VNTR5 e VNTR42, foram obtidas a partir da base de dados do NCBI-GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com os nimeros de acesso EU000517, EU000518, EU000519,
EU000520, EU000521, EU000522, EU000523 e EUO000524, para a regido VNTR4 do
MmmSC, EU010387 e EUO010388, representativos da regido VNTR5, e NC005364 e
NC007633, correspondentes as sequéncias dos genomas das estirpes tipo de MmmSC (PG1) e
de M. capricolum subsp. capricolum (ATCC 27343), respectivamente. A especificidade dos

primers foi testada in silico usando a ferramenta BLAST (NCBI).

11.2.8. Analise estatistica

O Indice de Diversidade de Simpson, que reflecte a probabilidade de duas estirpes nio
relacionadas serem agrupadas em grupos distintos, foi determinado de acordo com Hunter e
Gaston (1988). Para tal, foi utilizada a seguinte formula, em que “D” é o Indice de
Diversidade de Simpson (que varia entre 0 e 1), “N” é o nimero total de estirpes de todos 0s
tipos moleculares, “n” é o nimero de estirpes de um determinado tipo molecular “j”, e “S” é o

namero total de tipos moleculares.

S

1
D=1- E "j(nj_l)

N(N-1) 75
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11.3. Resultados e discussao

Neste trabalho foram estudadas 65 estirpes de MmmSC, isoladas no LNIV durante os surtos
de PPCB ocorridos em Portugal entre 1993 e 1998, e mantidas na coleccdo de culturas deste
laboratorio (Tabela 1). A identidade destas estirpes foi reconfirmada neste trabalho,
recorrendo a testes bioquimicos e moleculares. No entanto, alguns testes bioquimicos foram
inconclusivos e demonstraram um certo grau de variabilidade e subjectividade na sua
interpretacdo. Para confirmar a identidade das estirpes MmMmSC os resultados foram positivos
para a fermentacdo de glucose (cor amarelo intenso) e reducao do tetrazdlio (mudanca de cor
para vermelho) (ver Anexo). Nas situacbes em que os resultados bioquimicos foram
duvidosos recorreu-se a analise molecular por PCR-REA da regido CAP-21 (resultados nédo

apresentados).

Com vista a andlise da variabilidade intraspecifica foram estudados, para cada estirpe, 0s
marcadores polimorficos VNTR4, VNTR5 e VNTR42. Ao analisar in silico o posicionamento
dos primers descritos por McAuliffe e colegas (2007) para a amplificacdo destes VNTR, em
relacdo a sequéncia nucleotidica do genoma da estirpe tipo de MmmSC (PGL1), verificAmos
que os primers 42F e 42R, utilizados para amplificar o locus VNTRA42, aparentavam estar
incorrectamente desenhados. Isto é, o fragmento amplificado por estes primers localiza-se a
jusante (entre os residuos 596976 e 598198) da regido que o0s autores descreveram como
correspondendo a0 VNTR42 (localizado entre os residuos 595886 e 596099). Este facto
poderd alias explicar porque ndo foram encontrados quaisquer polimorfismos no VNTR42
entre as varias estirpes africanas por eles analisadas (e que sdo reconhecidas como
geneticamente muito heterogéneas). Estes primers, apesar de ndo amplificarem um VNTR
polimorfico, amplificam um fragmento conservado interior ao segmento de 8,8 Kb. Por este
motivo, os primers 42F e 42R foram utilizados no nosso trabalho para inferir a presenca ou
auséncia da regido genémica de 8,8 Kb nas estirpes analisadas e, assim, distingir entre 0s
isolados europeus e africanos/australianos. Deste modo, a designacdo VNTRA42 foi substituida

neste trabalho pelo termo “regido 8,8 Kb” (Tabela 1).

Nenhuma estirpe portuguesa de MmmSC apresentou produto de amplificagdo com a utilizacéo
dos primers 42F e 42R (Tabela 1). No entanto, é de destacar que este fragmento também nao
foi detectado em algumas das estirpes de referéncia africanas testadas neste trabalho,
nomeadamente nas estirpes Gemu Goffa e Dakar 2144 (Tabela 1). Nos casos em que houve

amplificagdo, os fragmentos de DNA nos géis de electroforese, apesar de apresentarem todos
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0 mesmo tamanho, mostraram-se por vezes pouco nitidos. Ndo temos uma explicagdo
evidente para tal facto, sendo necessaria a realizacdo de novos testes, nomeadamente com a
analise de novas aliquotas de culturas destas estirpes e a eventual re-optimizacdo da reacgédo
de PCR (dado que o fragmento a amplificar é relativamente longo, com cerca de 1220 pb). De
qualquer modo, e uma vez que esta regido gendmica nao estd presente nas estirpes
portuguesas, ndo foi para ja considerado prioritario neste trabalho a resolucdo destas

discrepancias nas estirpes de referéncia africanas.

O VNTR4 foi o unico locus que se revelou polimorfico entre as estirpes portuguesas de
MmmSC (Tabela 1; Figura 2.1). Aliés, ja anteriormente este VNTR4 tinha sido considerado o
locus mais polimorfico entre os isolados europeus e africanos desta espécie (McAuliffe et al.,
2007). No entanto, neste trabalho nao foi seguida a notagdo proposta por McAuliffe e colegas
(2007) para identificar os varios tipos alélicos do VNTR4, que se baseava num procedimento
algo subjectivo. E assim proposto neste trabalho um alinhamento alternativo das regides
VNTR4 (Figura 2.2), em que sdo utilizadas as mesmas sequéncias usadas por McAuliffe e
colegas (2007), correspondentes as estirpes de MmmSC Tan8, Matapi, M545/91 (de origem
portuguesa), 6512 (de origem portuguesa), 6305 (de origem portuguesa), PG1 (estirpe tipo),
M375 e KH3J (estirpe vacinal). Verifica-se que a maioria das estirpes tem as cépias da
sequéncia de consenso do VNTR4 (ATAATAACAATA) completas ou quase completas
(Figura 2.2). No entanto, séo detectadas algumas mutagdes e insercdes/deleccdes em algumas
delas. Um exemplo desse fendmeno ocorre na Gltima repeticdo da sequéncia de consenso do
VNTR4, em que a maioria das estirpes de MmmSC apresenta as mesmas alteracdes, isto €, a
substituicdo de uma adenina por uma timina, a inser¢do de uma timina e a deleccdo da Gltima
adenina, passando a sequéncia a ser ATAATATTCAAT (Figura 2.2). Com base neste
alinhamento, torna-se justificAvel a metodologia alternativa usada neste trabalho para a
identificacdo dos tipos moleculares do VNTR4: cada tipo molecular VNTR4 ¢ identificado
em funcdo do nimero de coOpias da respectiva sequéncia de consenso. O nimero de copias da
sequéncia de consenso do VNTR4 é inferido a partir da informacdo dos pesos moleculares
dos fragmentos de DNA amplificados (tendo também em conta o tamanho médio de 12 pb da
sequéncia de consenso). Por exemplo, McAuliffe e colegas (2007) atribuiram a estirpe PG1
um perfil de VNTR4 do tipo “6” (de acordo com o seu sistema de classificacdo). De acordo
com a nossa proposta, sugerimos que esta mesma estirpe apresente um perfil de VNTR4 do
tipo “9”, dado que contém no seu genoma nove copias completas da respectiva sequéncia de

consenso (Figura 2.2).
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Tabela 1. Estirpes analisadas neste trabalho, respectivas origens geogréaficas e resultados da andlise dos loci
VNTR4, VNTRS e regido 8,8 Kb.

Estirpe/Ano de Origem geogréfica Copias  Padrdo Regidjo VNTR4® VNTR5®
isolamento 151296® 151296 8,8 Kb?
B421/93 Aveiro (BL) nd nd 0 8 1
B994/93 Aveiro (BL) 18 El 0 8 1
2886/96; 2887/96 Aveiro (BL) nd nd 0 8 1
4313/97 Aveiro (BL) 18 El 0 8 1
‘B674/93 ] Mirandela (TMAD) 18 E1l 0o 9 1
B675/93 Mirandela (TMAD) 18 El 0 11 1
B356/93 Mirandela (TMAD) 18 El 0 3 1
1566/96 Mirandela (TMAD) nd nd 0 9 1
'6147/97;6148/97 | Barcelos (EDM) 18 EL 0o« 9 1
7511/97 Barcelos (EDM) nd nd 0 9 1
36397 Guimaraes (EDM) 18 E1l 0o« 9 1
4303/97 Guimardes (EDM) 18 El 0 9 1
6097/97 Guimarées (EDM) 18 El 0 9 1
7525/97; 7526097 | Matosinhos (EDM) 18 EL 0o« 9 1
1347/96 Pacos de Ferreira nd  nd 0o« 9 1
(EDM)
1348/96 Pacos de Ferreira nd nd 0 9 1
(EDM)
1559/96 Pacos de Ferreira nd nd 0 9 1
_______________________________ B
4299/97; 4300/97 Paredes (EDM) 18 El 0 9 1
'B345/93 ] Porto (EDM) 18 E1l 0o 9 1
265/95 Porto (EDM) 18 El 0 11 1
268/95 Porto (EDM) 18 El 0 9 1
331P/95 Porto (EDM) 18 El 0 9 1
333/95 Porto (EDM) 18 El 0 9 1
5198/97 Porto (EDM) 18 El 0 8 1
4306197 Povoa Varzim (EDM) 18 E1l 0o 9 1
5358/97; 5364/97 Pdvoa Varzim (EDM) 18 El 0 9 1
816/98 Pdvoa Varzim (EDM) 18 El 0 9 1
1670/98; 1672/98; 1674/98 Pdvoa Varzim (EDM) 18 El 0 9 1
‘1005596 Santo Tirso (EDM) 18 EL 0o« 9 1
10297/96 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
10644/96 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
9503/96 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
327/97; 328/97; 340/97; Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
345/97; 351/97

11069/96 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
358/97 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
105/97 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
372/97 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
4308/97; 4309/97 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
4366/97 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
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Tabela 1. (Cont.)

Estirpe/Ano de Origem geogréfica Cépias  Padréo Regido VNTR4® VNTR5®
isolamento 151296®  151296" 8,8 Kb?®
5385/97; 5387/97 Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
6085/97; 6090/97; 6094/97  Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
6092/97% Santo Tirso (EDM) 17 E3 0 9 1
6078/97; 6081/97; 6082/97  Santo Tirso (EDM) 18 El 0 9 1
4310/97 Viana do Castelo 18 El 0 9 1
(EDM)
7527/97; 7528/97 Viana do Castelo 18 El 0 9 1
(EDM)

0326093 Portugll  nd | E1I® o e 1
C305/93 Portugal nd E1©® 0 8 1

L2es ltaia 18 El o e 1

TPGL Desconhecida ~ 19® PO 1 9 1
Gladysdale/<64 Austrélia nd A1® 1 10 1
T1-SR/52 Tanzénia (Africa) nd A4 1 9 1
KH3J/40 Sudio (Africa) nd A2 1 12 1
Fatick/68 Senegal (Africa) nd AL® 1 1
Gemu Goffa/74 Etiopia (Africa) nd nd 0 1
Dakar 2144/<68 Senegal (Africa) nd nd 0 11 1
94111/94 Ruanda (Africa) nd A6® 1 10 1
Filfili/<88 Senegal (Africa) nd A3®) 1 11 1
Estirpes de MmmLC/Mmc

'B529/93 Aveio(BL)  nd nd o 2 1
2133/98 Porto (EDM) nd nd nd 3 1
6087/97 Santo Tirso (EDM) nd nd nd 6 1
Y-GOAT® nd nd 0 3 10
Estirpes de Mccp

'F38 (Estirpetipo) nd nd o 3 10
Estirpes de M. leachii

PG50 (Estirpetipo) ~nd 1 nd o 3 10

* Todas as estirpes portuguesas foram isoladas de bovinos, com a excepg¢éo das estirpes 0326/93 e C305/93 que
foram isoladas de um ovino e caprino, respectivamente. Mais de uma estirpe na mesma linha significa que as
mesmas foram isoladas durante 0 mesmo surto (mas a partir de diferentes bovinos). ¥ Esta estirpe apresentou o
Unico perfil distinto de padrao de 1S1296, apesar de ter sido isolada no mesmo surto que as estirpes da linha
anterior; BL = Beira Litoral, TMAD = Trés-os-Montes e Alto Douro, EDM = Entre Douro e Minho; *Resultados
do nimero e padrdo de 1S1296 determinados por Botelho (2001); 2Ocorréncia (1) ou auséncia (0) de
amplificacdo com os primers 42F e 42R; *NGmero de copias estimado da sequéncia consenso do VNTR4;
*Ocorréncia (1) de amplificacdo com os primers 5F e 5R; °Resultados de Cheng et al. (1995); °Estirpe de
referéncia de MmmLC; "Amplificacdo de fragmentos de DNA com tamanhos diferentes; nd = N&o determinado.
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Figura 2.1. Gel de electroforese ilustrando os polimorfismos de tamanho do VNTR4

e auséncia de polimorfismos no VNTR5 para oito estirpes representativas de

MmmSC; M — Marcador de pesos moleculares 1V (Bioline)

As estirpes portuguesas evidenciaram alguma heterogeneidade nos perfis de VNTR4 (Tabela
1, Figura 2.1). No entanto, a diversidade polimorfica encontrada neste locus ndo foi téo
extensa como a que seria esperada pelos resultados preliminares obtidos por McAuliffe e
colegas (2007). Apesar de terem sido encontrados quatro perfis distintos de VNTR4 entre os
65 isolados portugueses de MmmSC testados, a maioria das estirpes (84,6%) correspondia ao
perfil de VNTR4 do tipo “9” (com nove coOpias da sequéncia de consenso). O segundo maior
grupo de estirpes (10,7%) apresentava o perfil de VNTR4 do tipo “8” (com oito cdpias da
sequéncia de consenso). Para além destes perfis, duas estirpes portuguesas (B675/93 e
265/93) apresentavam o perfil de VNTR4 do tipo “11” e a estirpe B356/93 o perfil de VNTR4
do tipo “3” (Tabela 1). Estes dados correspondem a um indice de Diversidade de Simpson de
0,28 na analise geral das estirpes circulantes em Portugal entre o periodo de 1993 a 1998
(bastante inferior ao valor de 0,70 para este mesmo indice determinado com base nos
resultados obtidos por McAuliffe e colegas (2007) para as estirpes MmmSC portuguesas).
Verificou-se também que a diversidade de estirpes de MmmSC circulantes em Portugal
aparentou diminuir ao longo do tempo. O indice de Diversidade de Simpson correspondeu a
0,54 para o periodo compreendido entre 1993 e 1996, reduzindo-se para 0,09 no periodo

seguinte (1997-1998). A contribuir para esta reducdo de diversidade entre as estirpes de
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MmmSC circulantes podera ter estado a grande pressao exercida para o controlo da PPCB, no
ambito do plano de erradicacdo da doenca em vigor na altura no nosso pais.

E de realcar que o mesmo tipo de sequéncia de consenso do VNTR4 também foi observado na
regido homdloga da estirpe tipo de M. capricolum subsp. capricolum (ATCC 27343) (Figura
2.2), sugerindo que esta regido polimdrfica poderd também ser usada para a tipificacdo de
outros membros do complexo M. mycoides. Foram testadas, neste trabalho, trés estirpes de
campo portuguesas de Mmc e a estirpe de referéncia de MmmLC (Y-GOAT), tendo estas sido
distribuidas por trés perfis distintos de VNTR4 (Tabela 1). As estirpes de referéncia F38 (M.
capricolum subsp. capripneumonia) e PG50 (M. leachii) evidenciaram ambas trés cdpias da
sequéncia de consenso de VNTR4 (Tabela 1).

O numero de copias e 0 padrdo no genoma da sequéncia de insercdo 1S1296 foi previamente
determinado para 56 das estirpes portuguesas de MmmSC testadas neste trabalho (Tabela 1)
(Botelho, 2001). Destas, 55 estirpes apresentaram as mesmas 18 cépias da 1S1296 e o padréo
correspondente “E1”, tipico das estirpes europeias desta espécie (de acordo com Cheng e
colegas, 1995; Varela et al., 2010). Uma estirpe, 6092/97, apresentou um padrdo distinto,
denominado “E3” (Botelho, 2001), apesar do tipo de perfil de VNTR4 desta estirpe ter sido
também o mais frequentemente encontrado em Portugal (tipo “9”) (Tabela 1). Esta estirpe foi
isolada durante 0 mesmo surto das estirpes 6085/97, 6090/97 e 6094/97 que, no entanto,
apresentaram todas o mesmo padrdo de 1S1296 “E1”. A heterogeneidade nos perfis de
VNTR4 entre as poucas estirpes africanas/australianas testadas neste trabalho foi bastante
superior a verificada entre as estirpes Portuguesas, confirmando os resultados de outros
estudos anteriores (McAuliffe et al., 2007), nomeadamente com base noutros métodos de
tipagem como o MLSA (Yaya et al., 2008). As nove estirpes africanas/australianas testadas,
incluindo a PG1, distribuiram-se por cinco perfis de VNTR4 distintos (Tabela 1). No entanto,
a discriminacdo molecular destas estirpes com base nos perfis de VNTR4 ndo foi também
totalmente congruente com os padrfes de 1S1296 respectivos (Tabela 1). Na verdade, as
estirpes Gladysdale (padréo de 1S1296 “A1”’) e 94111 (padrédo de 1S1296 “A6”) apresentaram
ambas o mesmo perfil de VNTR4 do tipo “10”. Por outro lado, as estirpes Fatick/68 (VNTR4
do tipo “8”) e Gladysdale (VNTR4 do tipo “10”) apresentam ambas o mesmo padréo de
1S1296 “A1” (Tabela 1).
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Primer ‘4F

25 50

EU000517 (TANS) AATCAGCGTGATTCAGCTTTTGAACAATTAGAAGTTGAGATATTAGATAATAACAATAATAAT
EU000518 (MATAP) AATCAGCGTGATTCAGCTTTTGAACAATTAGAAGTTGAGATATTAGATAATAACAATAATAAT
EU000519 (M545/91)  AATCAGCGTGATTCAGCTTTTGAACAATTAGAAGTTGAGATATTAGATAATAACAATAATAAT
EU000520 (6512) AATCAGCGTGATTCAGCTTTTGAACAATTAGAAGTTGAGAT - -~ ATAATAACAATAATAAT
EU000521 (6305) AATCAGCGTGATTCAGCTTTTGAACAATTAGAAGTTGAGATAT TAGATAAPIACAATAATAAT
[Ev000522 (PG1) AATCAGCGTGATTCAGCTTTTGAACAATTAGAAGTTGAGATATTAGATAA 1 FAATAATAAT|
EU000523 (M375) AATCAGCGTGATTCAGCTTTTGAACAATTAGAAGTTGAGATATTTGATAATEACAATAATAAT
EU000524 (KH3J) AATCAGCGTGATTCAGCTTTTGAACAATTAGAAGTTGAGATATTTGATAATAACAATAATAAT
NC007633 (ATCC27343) AATCAGCGTGATTCAACTTCTAATCAATTAGAAGTTGAGGTATTAAATAATAACAATAATAAT
7|5 - - l?O B B l|25
EU000517 (TANS) AACAATAATAATAACAATAATAATAA-CAATAATAATATTCAAT-———————————-—=———-—
EU000518 (MATAP) AACAATAATAATAACAATAATAATAA-CAATAATAATAA-CAATAATAATATTCAAT-=———-
EU000519 (M545/91)  AACAATAATAATAACAATAATAATAA-CAATAATAATAA-CAATAATAATAA-CAATAATAAT
EU000520 (6512) AACAATAATAATAACAATAATAATAA-CAATAATAATAA-CAATAATAATAA-CAATAATAAT
EU000521 (6305) ‘ ’ -~ CAATAATAAT
ErERE— ) mry. €) v €) (5 Ycantaara] 6 Fcnntantant
EU000523 (M375) - CAATAATAATEKA-CAATAATAAT
EU000524 (KH3J) AACAATAATAATAACAATAATAATAA-CAATAATAATAA-CAATAATAATAA-CAATAATAAT
NC007633 (ATCC27343) AACAATAATAATAACAATAATAATATTCAAT == =—=—=m=mmms - ————m—mmo— oo
l‘ISO 1|75
EU000517 (rans) (== ossso - oo
EU000518 (MATAP) [N S S,
EU000519 (M545/91) |[CHNMGREEN (SR _________ S
EU000520 (6512) B - T T C A T
EU000521 (6305) RATAATARPAQTCAAT e i __ Eoi i
[Evo00522 (PG1) W}mmmﬂ )  EE—— B ]
EU000523 (M375) AR=CAATAATAATEA-CAATAATARTAA-CAATAATAATATATCAAT-————————————————
EU000524 (KH3J) AA-CAATAATAATAA-CAATAATAATAA-CAATAATAATATATCAATAATAATATATCAATAA
NCO07633 (ATCC27343) [mmmmmmmd __________ SSCSSSoSmooad . Seooooomon
2?0 2|25 2‘|50
EU000517 (TANS) —————m-—mmmme CAGTTAATTTAATTAATAATTTATTGCAAAAAACATTTTTAAATATGTTTA
EU000518 (MATAP) ———=-—m—m—=mv CAGTTAATTTAATTAATAATTTATTGCAAAAAACATTTTTAAATATGTTTA
EU000519 (M545/91)  ———m—m—m-=mn CAGTTAATTTAATTAATAATTTATTGCAAAAAACATTTTTAAATATGTTTA
EU000520 (6512) ———mmmmmmmmn CAGTTAATTTAATTAATAATTTATTGCAAAAAACATTTTTAAATATGTTTA
EU000521 (6305)  ——-m—mmmoo—- CAGTTAATTTAATTAATAATTTATTGCAAAAAACATTTTTAAATATGTTTA
[Evooos2z (pe1)  ——————————— CAGTTAATTTAATTAATAATTTATTGCAAAAAACATTTTTAAATATGTTTA |
EU000523 (M375)  ———————————- CAGTTAATTTAATTAATAATTTATIGCAAAAAACATTITTAAATATGTTTA
EU000524 (KH3J) TAATATATCAATCAGTTAATTTAATTAATAATTTATTGCAAAAAACATTTTTAAATATGTTTA
NC007633 (ATCC27343) ———-—mmm-=v CAGTTAATTTAATTAATAATTTATTGCAAAAAACATTTTTAAATATGTTTA
275

EU000517 (TANS) ATGAAATCAATAATTTAAAACAACAAGTTAATCAAAGCAA

EU000518 (MATAP) ATGAAATCAATAATTTAAAACAACAAGTTAATCAAAGCAA

EU000519 (M545/91)  ATGAAATCAATAATTTAAAACAACAAGTTAATCAAAGCAA

EU000520 (6512) ATGAAATCAATAATTTAAAACAACAAGTTAATCAAAGCAA

EU000521 (6305) ATGAAATCAATAATTTAAAACAACAAGTTAATCAAAGCAA

[Evoo0522 (pG1) ATGAAATCAATAATT TAAAACAACAAGTTAATCAAAGCAA

EU000523 (M375) ATGAAATCAATAATT TAAAACAACAAGTAAATCAAAGCAA

EU000524 (KH3J) ATGAAATCAATAATTTAAAACAACAAGTAAATCAAAGCAA

NC007633 (ATCC27343) ATGAAATCAATAATTTAAAACAACAAGTTAATCAAAGCAA

&
<

Primer ‘4R

Figura 2.2. Alinhamento das sequéncias de VNTR4 de vérias estirpes de MmmSC e das regiGes
homdlogas correspondentes em Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (ATCC 27343). A
designacdo das estirpes e 0s seus respectivos nimeros de acesso do GenBank sdo indicados a esquerda.
As repeticfes da sequéncia de consenso sdo representadas por caixas cinzentas de diferentes tons sobre o
alinhamento. A sequéncia da estirpe tipo de MmmSC, PG1, esta assinalada numa caixa a vermelho e as

respectivas copias da sequéncia de consenso do locus VNTR4 estdo numeradas.
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Relativamente ao VNTRS5, ndo foi detectada nenhuma variagdo no tamanho do segmento
amplificado com os primers 5F e 5R a partir das estirpes portuguesas de MmmSC (Tabela 1;
Figura 2.1). Também as restantes estirpes de referéncia de MmmSC africanas e australianas
testadas neste trabalho mostraram a amplificacdo de um mesmo fragmento com cerca de 220
pb (Tabela 1). Na realidade, também McAuliffe e colegas (2007) apenas observaram um
polimorfismo neste locus para uma estirpe Africana (Afadé, ndo testada no nosso trabalho), de
entre todas as estirpes testadas no seu estudo. O fragmento de DNA amplificado com os
primers 5F e 5R apresentou um tamanho inferior para esta estirpe, correspondente a uma
deleccdo de 13 bases quando comparado com a estirpe de referéncia PG1 (Figura 2.3).
Contudo, de acordo com o nosso alinhamento desta regido gendmica (Figura 2.3), o segmento
ausente na estirpe Afadé ndo parece corresponder a uma sequéncia consenso de VNTRS5, tal
como é definida por McAuliffe e colegas (2007). E ainda de mencionar que as sequéncias
nucleotidicas das estirpes Afadé e PG1 mostram-se bastante divergentes neste suposto locus
VNTRS5, quando comparado com as respectivas regides flanqueadoras (Figura 2.3),
contrastando com a semelhanca das mesmas regides genomicas entre a mesma estirpe PG1 e
M. capricolum subsp. capricolum (ATCC 27343), com a excep¢do de uma insercdo de 10
bases na segunda. Ficamos pois com a ddvida se este locus corresponde mesmo a um VNTR.
De qualquer modo, esta regido aparenta ser polimoérfica entre as poucas estirpes de
MmmLC/Mmc, Mccp e M. leachii testadas (Tabela 1).

Primer ‘5F° > 30 50
EU010387 (PG1) TGAACAAAATAAATTACGTGAAATGTTACTTTTAGAAAAACTGGTTAATAACTAATAAAACGA
EU010388 (Afade) TGAACAAAATAAATTACGTGAAATGTTACTTTTAGAAAAACTGGTTAATAACTAATAAAACGA
NC007633 (ATCC27343) TGAACAAAATAAATTACGTGAAATGTTACTTTTAGAAAAACTGGTTAATAACTAATATAACAA
90 120

EU010387 (PG1) ATTTTAACTTATTAGGTTTATAGGAG&ATATTTAATTTATGCAAAAACTCTCTAATAATTCTA
EU010388 (Afade) ATTTTAACTTATTAGGTTTATAGGAGAGCCATCATTTCACA-—————— TTTC----- ATGCGA
NC007633 (ATCC27343) ATTTTAACTTATTAGGTTTATAGGAGCATATTTAATTTATGCAAAAACTCTCTAATGATTCTA

1;50 1|80
EU010387 (PG1) AAATAAACAATTCTACTAATTCTAAACTAA-————-————— AAGAATTCCCTTTAGAAAATTAA
EU010388 (Afade) AAACAC-CTCTCCCATGAATTCTAAACTAA-——-——————— AAGAATTCCCTTTAGAAAATTAA
NC007633 (ATCC27343) AAATAAACAAATCTACTAATTCTAAACTAATTAAGTATAAAAGAATTCCTTTTAGAAAATTAA

2|10 2;10
EU010387 (PG1) TCAGATTTTGTTTAAAAAATCTAATAAAAGAACGTTTGTTTTGCATCTTAAACTT
EU010388 (Afade) TCAGATTTTGTTTAAAAAATCTAATAAAAGAACGTTTGTTTTGCATCTTAAACTT
NC007633 (ATCC27343) TCAAATTTTGTTTAAAAAATCTAATAAAAGAACGTTTGTTTTGCATCTTAAACTT
Primer ‘5R’

Figura 2.3. Alinhamento das sequéncias de VNTR5 das estirpes de MmmSC Afadé e PG1 e da regido
homologa correspondente em Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (ATCC 27343). A designagdo
das estirpes e 0s seus respectivos nimeros de acesso do GenBank sdo indicados a esquerda. As repeticdes

da sequéncia de consenso sdo representadas por caixas cinzentas de diferentes tons sobre o alinhamento.
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Talvez o facto mais relevante deste estudo tenha sido a observacdo de uma aparente
segregacao geografica das estirpes de MmmSC apresentando perfis de VNTR4 do tipo “8” e
“9”. Na realidade, todas as estirpes com origem na regido da Beira Litoral apresentaram um
perfil de VNTR4 do tipo “8” (Tabela 1). Por outro lado, a esmagadora maioria das estirpes
com origem na regido de Entre-Douro e Minho apresentaram um perfil de VNTR4 do tipo “9”
(Tabela 1). Estes resultados sugerem que poderdo ter ocorrido pelo menos dois eventos
principais de re-emergéncia da PPCB em Portugal, um por estirpes com o perfil de VNTR4
do tipo “8” no distrito de Aveiro (Beira Litoral), e outro por estirpes com o perfil de VNTR4
do tipo “9”, na regido de Entre-Douro e Minho. Talvez uma maior capacidade adaptativa e/ou
viruléncia destas Ultimas estirpes com o VNTR4 do tipo “9” tenha contribuido para a sua
dispersdo geografica mais extensa no pais. Alternativamente, um fenémeno de deleccdo ou
insercdo de uma copia da sequéncia de consenso do VNTR4 poderia de algum modo explicar
esta segregacao geografica de perfis. No entanto, este locus foi considerado bastante estavel
(McAuliffe et al., 2007).

Como ja foi anteriormente referido, duas estirpes de MmmSC testadas neste trabalho foram
isoladas a partir de uma amostra de pulméo de caprino (C305/93) e leite de ovino (0326/93).
Estas estirpes apresentaram perfis de VNTR4 do tipo “8” e “9”, respectivamente,
correspondentes justamente aos dois tipos moleculares de MmmSC mais comuns entre 0s
bovinos. Este resultados sugerem alguma relevancia dos pequenos ruminantes como
potenciais reservatorios de MmmSC e, como tal, estes animais deveriam ser tidos em conta no
desenho de estratégias de controlo da PPCB. No entanto, ha autores que defendem que estes

animais sao irrelevantes na epidemiologia desta doenca (Yaya et al., 2008).

Entre as estirpes portuguesas de MmmSC testadas neste trabalho, nenhuma foi utilizada no
estudo de McAuliffe e colegas (2007). No entanto, estes autores descreveram dois perfis de
VNTR4 adicionais entre as estirpes portuguesas por eles testadas que nao foram detectados no
nosso trabalho, inclusivamente os perfis do tipo “6” e “7” (correspondentes aos tipos “3” e
“4” respectivamente, segundo o seu sistema de notacdo). Por outro lado, algumas estirpes de
referéncia e vacinais de MmmSC foram testadas em ambos os estudos. No entanto, foram
encontradas algumas discrepancias na determinacdo dos perfis de VNTR4 nos dois trabalhos.
Nomeadamente, foi determinado no nosso estudo que as estirpes KH3J e Gladysdale
apresentavam um perfil de VNTR4 do tipo “12” e “10”, respectivamente. No entanto,

McAuliffe e colegas (2007) determinaram os tipos “11” para a estirpe KH3J e “8” para a
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Gladysdale (correspondentes aos tipos “8” e “5”, respectivamente, segundo o Seu sistema de
notacdo). A contribuir para estas discrepancias podera estar alguma dificuldade na distin¢do
do tamanho dos fragmentos de DNA, que diferem em poucos pares de bases, em géis de

electroforese, como € o caso de uma cépia da sequéncia de consenso do VNTR4 (~ 12 pb).

Conclui-se assim que esta técnica de tipificagdo de MmmSC por anélise de VNTRS, mais
precisamente do VNTR4, é util mas é necessario que os métodos de electroforese em gel de
agarose estejam bem optimizados e que estirpes-controlo dos varios tipos moleculares sejam
sempre usadas em paralelo as estirpes a testar (tal como foram usadas neste trabalho). A
utilizacdo de sistemas mais avancados de electroforese em capilar podera também vir a tornar
mais eficiente a identificacdo destes perfis. Apesar de, actualmente, estarem ja bem
estabelecidas técnicas de tipagem molecular para MmmSC mais discriminantes e precisas,
como por exemplo a MLSA (Yaya et al.,, 2008), a analise dos VNTRs é ainda de
implementacdo mais rapida, facil e menos dispendiosa, mantendo um nivel de discriminagéo
bastante aceitavel. Para além de MmmSC, um método de tipagem baseado na analise de
VNTRs também ja foi descrito para outra espécie patogénica de ruminantes, Mycoplasma
agalactiae (McAuliffe et al., 2008).

Futuramente seria interessante comparar os perfis de VNTR obtidos para as estirpes
portuguesas de MmmSC com os de estirpes de outras regides da Europa onde ocorreram
também surtos de PPCB no final do século passado, nomeadamente em Espanha, Franca e
Italia, e assim obter uma perspectiva retrospectiva melhorada da epidemiologia da doenca
neste continente. Recentemente, pouco depois dos resultados deste trabalho terem sido
divulgados (Varela et al., 2010), foi publicado um estudo que utilizou procedimentos de
tipificacdo idénticos para caracterizar 44 estirpes de MmmSC responséveis pelos ultimos
surtos de PPCB ocorridos em Italia (entre 1990 e 1993) (Gosney et al., 2010). Estes autores
testaram as estirpes italianas para 0 VNTR4 e VNTRS5, verificando a inexisténcia de
polimorfismos nestes dois loci para todas as estirpes. Todas as estirpes testadas apresentaram
um perfil de VNTR4 do tipo “4” (segundo o sistema de identifica¢do proposto por McAuliffe
e colegas, 2007 — perfil ndo encontrado neste trabalho). Estes resultados levaram Gosney e
colegas (2010) a concluir que os surtos italianos de PPCB poderiam ter tido origem a partir de
estirpes vindas de Franca, devido a importacdo de gado proveniente desse pais. A contribuir
para esta hipdtese estariam também os resultados de tipificacdo de algumas estirpes de

MmmSC francesas estudadas por McAuliffe e colegas (2007), que apresentavam 0 mesmo
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perfil de VNTR4 das estirpes italianas. As estirpes de MmmSC italianas teriam também um
tipo de VNTR4 distinto de todas as estirpes Portuguesas analisadas neste trabalho, o que
levantaria questfes bastante interessantes de um ponto de vista epidemioldgico. No entanto, o
estudo de Gosney e colegas (2010) parece apresentar uma inconsisténcia que, de alguma
maneira, invalida as hipoteses epidemioldgicas por eles levantadas e que nos impede também
de realizar uma andlise comparativa entre os dois trabalhos. Na verdade, para confirmar que
as estirpes italianas correspondiam todas a um mesmo perfil de VNTR4 (do tipo “4”), os
autores determinaram a dimensdo dos fragmentos amplificados pelos primers 4F e 4R usando
a técnica de electroforese capilar, chegando a um valor de 244 bases (Gosney et al., 2010). No
entanto, se remetermos ao trabalho onde esta técnica de tipificacdo foi originalmente descrita
(McAuliffe et al., 2007) e forem contabilizados o nimero de bases das regides VNTR4
sequenciadas na altura pelos autores para uma estirpe representativa do perfil de VNTR4 do
tipo “4” (estirpe 6512, niumero de acesso GenBank EU000520) (Figura 2.2), a esta
corresponde uma dimensdo de apenas 225 bases (com os primers 4F e 4R). Um fragmento
amplificado do VNTR4 com uma dimensdo de 244 bases € concordante, isso sim, com as
estirpes representativas do tipo “6” (estirpe PG1, niimero de acesso do GenBank EU000522)
(Figura 2.2). Este perfil de VNTR4 do tipo “6” equivale justamente ao nosso perfil “9” (de
acordo com o sistema de identificacdo usado neste trabalho), que corresponde a maioria das
estirpes portuguesas de MmmSC. A hipdtese da introducdo da PPCB em ltalia a partir de
Franca levantada por Gosney e colegas (2010) deixaria de ter assim fundamento, uma vez que
este perfil ndo foi encontrado em nenhuma das estirpes francesas e italianas estudadas por
McAuliffe e colegas (2007). Ha& assim que esclarecer com rigor qual o tipo de perfil de
VNTR4 das estirpes de MmmSC italianas antes de se poderem discutir outras hipdteses sobre

a epidemiologia da PPCB na Europa.

Alguns estudos sugerem que a re-emergéncia da PPCB na Europa apds 1980 se deveu a
introducdo neste continente de uma estirpe ancestral africana (Vilei et al., 2000), devido
também a homogeneidade molecular observada na altura entre as estirpes europeias. No
entanto, a utilizagdo de métodos de tipagem molecular mais recentes demonstram que as
estirpes europeias de MmmSC sdo claramente distintas das estirpes que circulam em Africa
(Yaya et al., 2008). Isto sugere que os ultimos surtos de PPCB que ocorreram no final do
século passado na Europa ndo se deveram a uma introducdo a partir do continente africano,
antes sim confirma uma re-emergéncia verdadeira da doenca em alguns paises europeus a

partir de um reservatério ainda desconhecido, ou que as estirpes circulantes de MmmSC com
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uma baixa patogenicidade tenham, por algum motivo, adquirido uma maior viruléncia (Cheng
et al., 1995; Lorenzon et al., 2003; Yaya et al., 2008). O facto das estirpes europeias de
MmmSC serem geneticamente mais heterogéneas do que o anteriomente reconhecido, como
demonstrado recentemente por McAuliffe e colegas (2007) e neste trabalho, tende a

corroborar esta hipotese.

Em suma, o potencial de re-emergéncia da PPCB na Europa deve representar uma
preocupacao para todas as nacGes deste continente e deve, também, constituir um forte motivo
para a manutencdo e financiamento da pesquisa sobre esta doenca e dos respectivos

programas de vigilancia.
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CAPITULO III

Aplicacdo da técnica FISH para detectar micoplasmas aderentes a células

eucariotas

I11.1. Introducéao

Vérias espécies de micoplasmas sdo agentes patogénicos bem sucedidos, capazes de
estabelecer interaccOes persistentes e causar doencas debilitantes nos humanos e em animais
(Baranowski et al., 2010). Estas espécies sdo normalmente parasitas de superficie celular,
dispondo de um mecanismo de aderéncia presente na membrana plasmatica que medeia o
contacto intimo com o0s receptores-alvo das células hospedeiras. A identificacdo dos
componentes envolvidos nesta aderéncia tem ajudado a clarificar aspectos importantes das
infeccbes de certas células eucariotas por micoplasmas (Thomas et al., 2003b). Os
mecanismos de aderéncia mais bem caracterizados dizem respeito as espécies M. pneumoniae
(Krivan et al., 1989), M. bovis (Sachse et al., 1993) e M. genitalium (Ueno et al., 2008), que
colonizam o tracto respiratério humano e animal, e o tracto urogenital humano,
respectivamente. Resultados obtidos a partir de estudos de inibigdo da citoaderéncia de M.
pneumoniae (Krivan et al., 1989) e de M. bovis (Sachse et al., 1993) apontaram para uma
semelhanca entre a maioria dos componentes envolvidos neste complexo processo de
aderéncia em ambas as espécies, incluindo a natureza glicolipidica e glicoproteica, com
grupos sulfato e residuos de acido sialico, dos receptores das células hospedeiras. Embora
varias proteinas de superficie estejam provavelmente envolvidas nos processos de aderéncia,
relativamente poucas foram ja identificadas nos micoplasmas, como por exemplo a proteina
MAA1 em M. arthritidis (Washburn et al., 2003), proteinas de superficie variavel VspC e
VspF em M. bovis (Thomas et al., 2003b) e a proteina DRP em M. agalactiae (Baranowski et
al., 2010). Apesar do impacto econdmico da PPCB, pouco se sabe sobre os mecanismos de
adesdo do agente etiologico desta doenca, Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC. No
entanto, ja foi demonstrado que esta bacteria adere a células epiteliais de embrido bovino
(EBL) (Carvalho, 2008; Vilei et al., 2007), e que a sua citoaderéncia € crucial para o efeito
citotoxico que estas bactérias exercem sobre as células epiteliais do tracto respiratério
(Bischof et al., 2008).

A maioria das técnicas usadas para estudar os mecanismos de aderéncia dos micoplasmas

envolve a quantificacdo de células bacterianas aderentes a células eucariotas modelo (p.e.
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eritrécitos, células EBL e células L-2 de pulmé&o de rato) apds o tratamento com componentes
inibitorios da aderéncia (p.e. sulfato de dextrano e glicoforina) (Athamna et al., 1996; Sachse
et al., 1993; Thomas et al., 2003a, b), reaccdo com anticorpos monoclonais (Sachse et al.,
1993) ou efeitos de experiéncias de mutagénese (Baranowski et al., 2010; Washburn et al.,
2003). O grau de aderéncia celular pode ser quantificado usando métodos de ELISA
(Athamna et al., 1996), contagens por marcacao radioactiva (Krivan et al., 1989; Sachse et
al., 1993; Thomas et al., 2003a, 2003b) e, mais recentemente, PCR em tempo real (Bischof et
al., 2008). A visualizacdo directa da disposicdo espacial dos micoplasmas sobre as células
hospedeiras, a qual ndo é possivel por meio destas técnicas, ja foi conseguida, no entanto, pela
utilizacdo de métodos de imunofluorescéncia (Carvalho 2008; Svenstrup et al., 2002).

A alianca entre a capacidade de visualizar microscopicamente a distribuicdo espacial das
bactérias sobre as células hospedeiras, a deteccdo simultdnea de multi-espécies em
comunidades microbianas complexas (sem necessidade do seu cultivo), a analise quantitativa
e a medicdo da actividade metabdlica bacteriana podem ser alcancadas através da hibridacéo
in situ com sondas de DNA fluorescentes (FISH). Conceptualmente, a técnica FISH é simples
e consiste na hibridacdo de sondas oligonucleotidicas fluorescentes com sequéncias de acidos
nucleicos complementares nos organismos a detectar (como por exemplo para as moléculas
de rRNA). A visualizacdo dos resultados é proporcionada, na maior parte dos casos, por
microscopia de epifluorescéncia. Esta técnica tem sido aplicada com sucesso em estudos de
avaliacdo da diversidade microbiana em amostras ambientais e em complexos simbioticos
(Amann et al., 1995; Amann e Fuchs, 2008). Também ja foi usada como ferramenta de
diagndstico para a deteccdo e identificacdo de bactérias patogénicas colonizadoras da
cavidade oral, dos tractos respiratério e gastro-intestinal, bem como de outros tecidos

humanos e animais (Moter e Gobel, 2000).

Um protocolo tipico de FISH inclui quatro passos (Figura 3.1): 1) fixacdo e permeabilizacdo
da amostra, com o intuito de permitir a penetracdo das sondas de DNA nas células e proteger
0 RNA da degradacéo por RNAses enddgenas; 2) hibridagéo, por aplicacdo de um tampéo de
hibridacdo optimizado contendo as sondas fluorescentes complementares as sequéncias-alvo;
3) lavagem, para remover o excesso de sonda ou sonda ndo hibridada; e 4) secagem,
montagem com agentes “anti-fading”, de forma a obter-se um sinal fluorescente mais

duradouro, e observacéo dos resultados (Bottari et al., 2006).
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As sondas oligonucleotidicas para FISH tém normalmente entre 15 a 30 nucledtidos ligados
covalentemente a um ou mais fluorocromos na extremidade 3’ ou 5’ e, na maioria das
situacOes, sdo desenhadas com alvos complementares nas regides 16S rRNA ou 23S rRNA.
As moléculas de rRNA sdo os alvos preferenciais para esta técnica porque estdo presentes em
elevado numero de copias nas células, sdo estaveis, com regides mais e menos conservadas
entre espécies e existe bastante informacdo sobre as mesmas em bases de dados publicas de
sequéncias de DNA (Bottari et al., 2006). Contudo, o nimero de células-alvo detectado e a
intensidade do sinal de fluorescéncia emitido sdo influenciados pelo estado fisioldgico das
células (o0 conteddo de rRNA depende da fase de crescimento em que as células se
encontram), bem como pela capacidade de hibridacdo da sonda com a regido complementar
alvo, que pode estar mais ou menos inacessivel devido a formacédo de estruturas secundarias e
terciarias, interaccbes rRNA-rRNA e com proteinas ribossomais (Behrens et al., 2003; Inéacio
et al., 2003).

B Fixacao Fluorocromos  Cor - Exitacdo Emisséo
(nm) (nm)
Preparagéo das Alexa488 Verde 493 517
amostras AMCA Azul 399 446
J Ccv3 Vermelho 552 565
{g:‘ ] Hibridac&o CY5 Vgrmelho 649 670
CY7 Violeta 743 767
DAPI Azul 350 456
Lavagem FIuoregcema Verde 494 523
Rodamina Vermelho 555 580
l TAMRA Vermelho 543 575
Visualizacio Texas red Vermelho 590 615
Isualizag TRITC Laranja 550 580

Figura 3.1. llustracdo dos passos principais da técnica FISH (a esquerda) e tabela representativa dos
fluorocromos mais comuns utilizados na marcacdo das sondas oligonucleotidicas (a direita)
(adaptado de Bottari et al., 2006)

Tanto quanto sabemos, apenas um trabalho foi publicado até hoje sobre a aplicacdo de FISH
na deteccdo de micoplasmas, mais precisamente na deteccdo de M. hyopneumoniae (Boye et
al., 2001).

Neste trabalho foi assim avaliada a aplicabilidade da técnica FISH para detectar micoplasmas,

nomeadamente, MmmSC aderentes a modelos celulares eucariotas.
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I11.2. Materiais e métodos

111.2.1. Estirpe analisada

Foi seleccionada para este estudo a estirpe portuguesa B345/93 (72 passagem), mantida a -80
°C. Esta estirpe estd muito bem caracterizada, nomeadamente na capacidade de aderéncia as
celulas EBL (Carvalho, 2008), e apresenta caracteristicas estaveis ao longo de varias

passagens.

111.2.2. Determinacéo da curva de crescimento de MmmSC

Para determinar a curva de crescimento, uma aliquota da 72 passagem da estirpe B345/93 foi
descongelada a 37 °C durante 2 h e ressuspensa em meio Hayflick (Anexo) numa proporcéo
de 1/20 (para um volume final de 200 ml de meio de cultura). As culturas foram incubadas a
37 °C durante 3 dias e a actividade metabdlica e viabilidade dos micoplasmas foi averiguada
diariamente, através da contagem do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC), do
teste de reducdo de sais de tetrazolio (MTT) e da densidade dptica (DO).

Determinacdo da densidade optica (DO)

Este parametro ajuda a avaliar a densidade de biomassa produzida ao longo tempo. Numa
microplaca de 96 pocos de fundo redondo colocaram-se 200 pl/poco da suspensdo de
micoplasmas, em 3 pocos, e procedeu-se a leitura da DO por espectrofotometria a 630 nm
(MRX,,, Dinex). Utilizou-se como controlo negativo o meio Hayflick ndo inoculado. Apds
terem sido calculadas as respectivas médias dos 3 po¢os, a DO da cultura foi determinada por

subtracgdo do valor médio da DO ao do controlo negativo.

Teste da redugdo de sais de tetrazolio (MTT)

O teste da reducdo de sais de tetrazolio, para avaliar a actividade metabdlica dos
micoplasmas, foi executado de acordo com o descrito por Lin et al. (2001). Brevemente,
retiraram-se 700 pl da cultura aos quais foram adicionados 70 pl do reagente MTT. O
controlo negativo realizou-se por substituicdo da cultura de MmmSC por meio Hayflick ndo
inoculado. Apds a agitagcdo das amostras, seguiu-se um periodo de incubagédo de 45 min a 37
°C, seguido por uma centrifugacdo a 10 000 xg (Sigma 3K 10, rotor n°® 12154) a 4 °C durante
20 min. O sobrenadante foi distribuido por 3 pocos (200 pl/poco) de uma microplaca de 96
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pocgos de fundo redondo (Nunc) e a DO foi determinada a 570 nm num espectrofotometro
(MRX;, Dinex). A média dos valores obtidos para o controlo negativo foi subtraida & média

dos valores obtidos para as amostras de cultura.

Determinacéo das unidades formadoras de coldnias (UFC)

As UFC foram determinadas de acordo com o descrito por Rodwell e Whitcomb (1983),
servindo para verificar a quantidade de micoplasmas viaveis presentes na cultura.
Brevemente, fizeram-se 7 diluicdes seriadas de base 10 em meio de Hayflick, a partir da
cultura, seguindo-se a inoculacdo de 4 gotas de 25 pl, da diluicdo escolhida, em placas de
meio de Hayflick sélido (em triplicado). Apos a secagem das placas, a temperatura ambiente,
as mesmas foram incubadas invertidas a 37 °C. A contagem das coldnias realizou-se a lupa
(WILD 376788) ap6s 6 dias de incubacdo. O numero de UFC foi obtido por aplicacdo da
formula “UFC/ml = 10n x d”, em que “n” corresponde a média das coldnias contadas nas 3

placas da diluicdo mais elevada e “d” ao factor de dilui¢do da cultura.

Armazenamento de aliquotas de cultura

Para preparar um novo lote da estirpe B345/93 (correspondente a 8% passagem),
centrifugaram-se 100 ml da suspensdo de micoplasmas na fase exponencial (48 h) a 36 000
xg (Kubota 7930, rotor AG508R), durante 1 h a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o sedimento num volume final de 50 ml de meio Hayflick. Utilizou-se uma
agulha 27G para homogenizar a suspensdo e desagregar os micoplasmas. A mistura foi

guardada em aliquotas de 6 ml a -80 °C.

111.2.3. Cultura de células EBL
Linha celular

As células epiteliais de pulméo de embrido bovino (EBL) foram o modelo celular eucariota
seleccionado para este trabalho uma vez que, aparentemente, apresentam na sua membrana
plasmatica receptores semelhantes aos presentes nas células do aparelho pulmonar dos
bovinos, alvo principal das infecgdes por MmmSC. As células EBL utilizadas (DSMZ
ACC192) correspondiam a 5% passagem e estavam criopreservadas em azoto liquido, em
aliquotas de 2x10° células/ml com 10% MEM (Meio Essencial Minimo de Eagle, Gibco, Ref.
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61100-087) suplementado com 80% de soro fetal bovino (SFB, Gibco, Ref. 10109-163) e
10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma, Ref. D2650).

Cultura e manutencéo das suspensdes celulares

O descongelamento das células EBL foi realizado em banho de agua a 37 °C e o inéculo foi
ressuspenso em 10 ml de meio MEM1 (10% SFB (50 ml), 2 mM de L-glutamina (5 ml), 0,1%
gentamicina a concentracdo de 50 pg/ml (500 pl) e 445 ml de MEM, num volume final de
500 ml) a 37 °C. Seguiu-se uma centrifugacdo a 250 xg, durante 5 min, e a ressuspensido do
sedimento em 20 ml de MEML1. A suspensdo foi distribuida por dois frascos de cultura de 25
cm?® (T25, Nunc, Ref. 178891) e incubados a 37 °C, numa atmosfera de 5% CO, até se
verificar aproximadamente 90% de confluéncia dos tapetes celulares. Apds alcancados 90%
de confluéncia dos tapetes procedeu-se a sua subcultura. Para esse efeito, os tapetes foram
lavados com 5 ml de PBS (130 mM de cloreto de sodio, 10 mM de fosfato de sodio, pH 7,2),
e as células desagregadas por accdo de 2 ml de uma solucdo de Tripsina Versene (0,05%
tripsina, 0,02% EDTA, 0,8% NaCl, 0,04% KCI, 0,058% NaHCO3 e 0,1% glucose anidra, em
agua destilada) a 37 °C durante 10 min. Posteriormente, adicionaram-se 10 ml de MEML1 a
cada frasco e recolheu-se o volume dos 2 frascos para um mesmo tubo de Falcon, que foi
submetido a uma centrifugacdo de 300 xg, 5 min a 20 °C. O sedimento foi ressuspenso em 5
ml de MEML e a viabilidade celular foi inferida pelo método cléssico de exclusdo do corante
azul trypan (ver em baixo). Por aplicagdo deste método conhece-se o nimero de células
viaveis gque existem por ml de meio, o que permite adequar a concentracdo celular que se
pretende para cada frasco adicionando um determinado volume de meio MEM e incubando a

37 °C, 5% CO,. As subculturas foram sucessivamente mantidas por repeticéo deste protocolo.

Método de exclusdo do corante azul trypan

Este método fornece informacdo sobre a quantidade de células vidveis que existem numa
suspensdo. Uma aliquota da suspensao celular foi diluida numa solucéo de corante azul trypan
(0,4%, Gibco, Ref. 15250-061), na proporc¢éo 1:5, e deixou-se actuar durante 5 min. O corante
foi selectivamente absorvido pelas células ndo-viaveis. De seguida, procedeu-se a contagem
das células numa camara de Neubauer (volume de 10™ ml) através da observacdo ao
microscopio optico invertido (Olympus CK2). A quantidade de células viaveis (ndo coradas)
foi determinada por subtraccdo do numero de células ndo-vidveis (coradas de azul). A

concentragdo de células viaveis foi calculada pela aplicacdo da seguinte formula: X x D x C x
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V (em que “X” representa a média de células contadas nos 4 quadrados dos extremos da
cadmara de Neubauer, “D” ¢é o factor de diluicdo da amostra, “C” ¢é o factor da camara (104) e

“V” diz respeito ao volume da suspensao celular).

Armazenamento de aliquotas de células EBL

Apos sucessivas passagens, 0 armazenamento das aliquotas de células EBL foi realizado a 82
passagem, utilizando uma suspensdo celular de 2x10” células viaveis/ml. Para este efeito, as
células recém-tripsinizadas foram centrifugadas a 300 xg durante 5 min a 4 °C e o sedimento
ressuspenso em meio de criopreservacao (10% MEM, 10% DMSO, 80% SFB). A suspensdo
foi distribuida por criotubos, em aliquotas de 1 ml, e mantidas a -80 °C durante 24 h antes de
serem transferidas para azoto liquido.

111.2.4. Experiéncias de citoaderéncia
Preparacdo da suspensdo de MmmSC

Para as experiéncias de citoaderéncia, utilizou-se uma das aliquotas de 6 ml, conservada a -80
°C, da estirpe B345/93 (8% passagem), preparadas anteriormente. As aliquotas foram
descongeladas a 37 °C durante 2 h e, no final desse periodo, realizou-se uma centrifugacéo de
1 ha14 000 xg, a4 °C. O sedimento foi ressuspenso em 2,8 ml de meio MEM, suplementado
com 2 mM de L-glutamina, e homogenizado por passagens sucessivas com uma agulha de
27G. Avaliaram-se os parametros de DO e UFC em meio MEM, seguindo 0s mesmos
procedimentos ja atras descritos. A capacidade de reducdo de MTT dos micoplasmas foi
também testada, mas com uma ligeira alteracdo ao protocolo anteriormente descrito. Ou seja,
apos o periodo de incubacdo de 45 min a 37 °C, foram adicionados 700 ul de HCI 0,04 N,
agitou-se a suspensao e incubou-se 20 min a temperatura ambiente. A solucdo foi lida por
espectrofotometria a 570 nm.

Preparacdo da suspensdo de células EBL

As células EBL foram subcultivadas em frascos de 175 cm? a partir da suspensdo
correspondente a 82 passagem, e incubadas a 37 °C numa atmosfera de 5% CO,. Ap6s o tapete
celular ter atingido 90% de confluéncia, procedeu-se a respectiva lavagem do tapete com 10
ml de MEM2 (sem soro e sem gentamicina) e tripsinizagdo com 7 ml de Tripsina Versene
durante 10 min a 37 °C, 5% CO,. As células tripsinizadas foram diluidas em 23 ml de MEM2
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e recolhidas para um tubo de Falcon de 50 ml, para uma posterior centrifugacdo a 300 xg, 10
min a 4 °C. Retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 20 ml de MEMZ2,
com a ajuda de uma pipeta de Pasteur. Procedeu-se a contagem das células viaveis através do
método de exclusdo do corante azul trypan, descrito atrds, obtendo-se aproximadamente
5,5x10" células viaveis/ml. Um volume de 1 ml de suspensdo celular foi retirado e diluido em
5,5 ml de MEM2, de forma a obter-se uma suspensdo com cerca de 1x10’ células viaveis/ml.
Realizou-se uma centrifugacdo a 300 xg durante 5 min, a 4 °C, e a dissolucdo do sedimento
em 1 ml de MEM2.

Infeccéo das células EBL com MmmSC

Distribuiram-se 100 ul da suspensdo de células EBL, com 1x10’ células viaveis/ml, por tubos
de poliestireno (Falcon BD, 352052), aos quais foi adicionado igual volume da suspensédo de
micoplasmas (3x10° UFC/ml) homogenizada previamente no vértex. As amostras foram
incubadas em banho de agua a 37 °C, com agitacdo constante (75 batidas/min) durante 1 h,
promovendo a adesdo de MmmSC as células EBL. Foram também realizadas experiéncias de
citoaderéncia utilizando a suspensdo de micoplasmas diluida 1:10. Os controlos negativos

foram realizados por substituicdo da suspensao de micoplasmas por meio MEM2.

Fixacao

Apbs os procedimentos de aderéncia, as celulas EBL com micoplasmas aderidos foram
lavadas trés vezes com 2 ml de PBS, a 200 xg durante 5 min, a 4 °C, para remover 0s
micoplasmas ndo aderentes. Adicionaram-se 300 ul de PBS e igual volume de
paraformaldeido (PAF) a 8% (p/v) aos sedimentos celulares. A suspensdo foi assim
conservada a 4 °C durante a noite. Apds fixacdo, realizou-se uma centrifugagdo a 1 000 xg
durante 10 min, a 4 °C, e os sedimentos celulares foram lavados com 500 pl de PBS,
respeitando as mesmas condi¢fes de centrifugacdo anteriores. As células fixadas foram

ressuspensas em 1 ml de solucéo PBS - etanol absoluto (1:1) e mantidas a -20 °C.

111.2.5. Hibridag&o in situ com sondas de DNA fluorescentes

Vinte microlitros da suspensdo celular fixada foram colocados sobre uma lamina de vidro
silanizada e, apds secagem a 37 °C, o sedimento foi coberto com 40 pl de tampdo de
hibridacdo (0,9 M NaCl, 0,01% p/v SDS, 20 mM Tris-HCI, pH 7,2, 20% formamida)
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suplementado com 3 pl de solucdo de ambas as sondas EUK516 (3,0 ng/ul) e EUB338 (1,5
ng/ul), marcadas com fluoresceina e Cy3, respectivamente. A sonda EUK516 (5’-ACC AGA
CTT GCC CTC C-3) liga-se especificamente ao 26S rRNA de organismos eucariotas e a
EUB338 (5’-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3") ao 16S rRNA de bactérias (Amann et al.,
1990). Seguiu-se um periodo de incubacdo de 1h 30 min a 43 °C em camara hdmida,
permitindo a entrada das sondas nas células e a sua hibridacdo com as respectivas sequéncias
de rRNA complementares. Sucedeu-se um passo de lavagem por imersao das laminas, durante
20 min, em 50 ml de tampéo de lavagem (20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,01% p/v SDS, 5 mM
EDTA, 225 mM NaCl) pré-aquecido a 43 °C. Seguidamente, as laminas foram lavadas com
agua destilada e secas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. ApOs secagem, 0S
sedimentos nas laminas foram cobertos com a solucdo Prolong Gold (Molecular Probes) e
visualizadas num microscépio de epifluorescéncia (Olympus BX60) equipado com filtros
para os fluorocromos fluoresceina e Cy3. As experiéncias de hibridagdo in situ foram
repetidas em dias diferentes e, para cada uma delas, os ensaios foram realizados em triplicado.
O controlo negativo foi realizado nas mesmas condi¢cbes mas na auséncia de sondas no
tampdo de hibridacdo. Para a analise quantitativa das reac¢des FISH, foram observados 50 a
70 campos para cada lamina (ndo sobreponiveis; ampliacdo de 1000x), no microscépio de
epifluorescéncia, tomando o cuidado de verificar a presenca de micoplasmas fluorescentes em
diferentes planos de focagem (verificando-se, no total, entre 200 a 500 células EBL em cada
lamina). O numero total de células EBL (A), de micoplasmas (B) e de células EBL com pelo
menos um micoplasma aderente (C) foi determinado para cada lamina. Com base nestes
valores, determinaram-se em seguida dois indices de aderéncia: a percentagem de células
EBL com MmmSC aderentes (%EBL* = 100 x C/A) e o numero médio de MmmSC por célula
EBL com micoplasmas aderentes (MmmSC/EBL* = B/C).

Adicionalmente, amostras das linhas celulares DH82 e Vero contaminadas com micoplasmas,
submetidas ao nosso laboratorio para controlo de qualidade, foram fixadas em laminas de

vidro e sujeitas a experiéncias de FISH como descrito em cima.

51



111.3. Resultados e discussao

Ja foi demonstrado in vitro que a estirpe B345/93 adere as células epiteliais EBL e que as
moléculas dos micoplasmas implicadas nesse processo de citoaderéncia, parecendo ser
maioritariamente de origem proteica, poderdo ser promissoras para o desenvolvimento de
vacinas contra a PPCB (Carvalho, 2008). Esse trabalho foi desenvolvido no LNIV no &mbito
de um projecto que ai tem vindo a ser desenvolvido, no sentido de se estudar a natureza das
moléculas envolvidas no processo de aderéncia de MmmSC as células epiteliais do pulméo de
bovino. A metodologia seguida nesses estudos tem sido baseada na revelagao da citoaderéncia
por imunofluorescéncia indirecta e avaliacdo por citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia. No entanto, esses métodos sdo demorados e laboriosos. Assim, no presente
trabalho, pretendeu-se desenvolver e optimizar a técnica FISH para visualizar a aderéncia da
estirpe B345/93 as células EBL. Para que se pudesse obter resultados reprodutiveis, todas as
experiéncias de citoaderéncia foram realizadas a partir do mesmo lote da referida estirpe de
MmmSC. Também houve o cuidado de se efectuar a contagem do nimero de UFC contidas
nas suspensdes de micoplasmas, assim como avaliar a actividade metabolica dos respectivos
micoplasmas através do teste de reducdo dos sais de tetrazolio. Verificou-se, assim, que 0s
micoplasmas estavam metabolicamente muito activos, pois esta descrito que a capacidade de
aderéncia de algumas espécies de micoplasmas esta directamente associada a sua actividade
metabdlica (Bischof et al., 2008).

Na avaliacdo da curva de crescimento da estirpe B345/93 (72 Passagem) de MmmSC
verificou-se que os valores de DO aumentaram continuamente ao longo de 72 horas. Por outro
lado, o valor mais elevado para o teste de reducdo do MTT ocorreu as 48 horas, inferindo-se
que a fase exponencial de crescimento desta estirpe se sucedeu entre o periodo de incubacdo
de 24 a 48 horas. Em relacdo a contagem de UFC, o seu nUmero aumentou entre as 24 e as 48
horas. Estes testes permitiram determinar o melhor ponto da curva de crescimento da estirpe
B345/93 (ao fim de 48 h), em que a mesma deveria ser recolhida para as experiéncias de

citoaderéncia que se seguiram.

Os resultados obtidos nas experiéncias de FISH encontram-se ilustrados na Figura 3.2. Foi
observada uma grande heterogeneidade na distribuicdo do nimero de MmmSC sobre a
superficie das células EBL (Figura 3.2 b, c, d). Verificou-se que a maioria das células EBL

tinham poucos micoplasmas aderidos, algumas células EBL ndo tinham quaisquer
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micoplasmas associados e s@, excepcionalmente, algumas estdo abundantemente colonizadas.
Esta heterogeneidade na adesdo dos micoplasmas a modelos celulares ja tinha sido
anteriormente observada em estudos de citoaderéncia com Mycoplasma bovis (Thomas et al.,
2003b).

Figura 3.2. Exemplos de fotografias das experiéncias de FISH para a visualizacdo de micoplasmas aderidos a

células eucariotas: (a) células DH82 (esquerda) e Vero (direita) naturalmente contaminadas com micoplasmas,
hibridadas com a sonda EUB338 e observadas ao microscdpio de epifluorescéncia com um filtro para o
fluorocromo Cy3; (b, ¢, d) células EBL apresentando células de MmmSC aderentes marcadas com as sondas
EUK516 e EUB338, respectivamente — mostram-se duas fotografias do mesmo campo do microscépio usando
filtros para os fluorocromos fluoresceina (esquerda) e Cy3 (direita). Os micoplasmas correspondem aos pontos

laranja-vivo (setas brancas).

Nos ensaios de aderéncia em que se utilizou uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de cerca
de 300 micoplasmas por célula EBL, determinou-se a percentagem de células EBL com

MmmSC aderentes (%EBL*) e o nimero médio de MmmSC por célula EBL com
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micoplasmas aderentes (%MmmSC/EBL*), originando os respectivos valores: 60% (desvio
padrdo 10,3%) e 2,3 (desvio padrdo 0,3). Para 0 ensaio de aderéncia com a suspensdo de
micoplasmas diluida 10 vezes, correspondendo a uma MOI de cerca de 30 micoplasmas por
célula EBL, obteve-se uma %EBL™* de 10% (desvio padrdo 1,6%) e um MmmSC/EBL* de 1,4
(desvio padréo 0,2).

As experiéncias de optimizacdo de FISH para a deteccdo de micoplasmas sugerem assim que
esta técnica podera ser Gtil em ensaios de citoaderéncia futuros, nomeadamente em estudos de
inibicdo da aderéncia em que as células bacterianas sdo previamente tratadas com anticorpos
anti-adesinas ou pela incubacdo com moléculas analogas dos receptores. A diminui¢cdo da
aderéncia das células assim tratadas, em relacéo as células controlo (néo tratadas), podera ser
medida usando os indices %EBL* e MmmSC/EBL™* propostos neste trabalho, permitindo a
identificacdo de factores que participam nos processos de aderéncia. No entanto, para que 0s
resultados destas experiéncias sejam reprodutiveis, as mesmas devem ser realizadas a partir
dos mesmos lotes de suspensdes de MmmSC, dado que as taxas de citoaderéncia oscilam
bastante de acordo com as estirpes utilizadas, o niumero de passagens das mesmas, as
condicdes experimentais, as linhas celulares eucariotas modelo e o valor de MOI (Bischof et
al., 2008; Thomas et al., 2003a). Por outro lado, foram utilizadas neste trabalho sondas de
DNA fluorescentes universais para bactérias (EUB338) e para eucariontes (EUK516), dado
que as suspensdes celulares eram puras e estavam bem identificadas. No entanto, abrir-se-do
novas possibilidades experimentais quando se desenharem novas sondas FISH especificas
para espécies distintas de micoplasmas, como MmmSC e M. bovis. Sera assim possivel
delinear experiéncias de citoaderéncia competitivas entre estes dois agentes, ambos
colonizadores do tracto respiratdrio de bovinos e, provavelmente, com as mesmas células-alvo

e mecanismos de aderéncia semelhantes.

A técnica FISH, optimizada neste trabalho, revelou-se também (til para detectar micoplasmas
contaminantes em culturas celulares eucariotas, nomeadamente em células Vero e células
DH82. A contaminagdo com micoplasmas é um problema frequentemente associado a cultura
de células. A detecgdo destas contaminagdes, no &mbito dos procedimentos de controlo de
qualidade das linhas celulares, utiliza usualmente métodos baseados na cultura das bactérias,
microscopia com marcagdo dos micoplasmas contaminantes com anticorpos fluorescentes ou
corantes de DNA, microscopia electronica de transmissao, hibridacdo com sondas de acidos

nucleicos e PCR (Kong et al., 2001; Lawrence et al., 2010; Lehmann et al., 2010; Stérmer et
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al., 2009). Neste trabalho, foi possivel detectar a contamina¢do por micoplasmas nas linhas
celulares DH82 e Vero usando FISH (Figura 3.2a). Ambas as linhas estavam contaminadas
com M. arginini, determinado pela amplificacdo do 16S rDNA e sequenciacdo desta regido
gendémica (dados ndo mostrados). A linha Vero mostrou estar muito contaminada, tal como
demonstrado pelos numerosos pontos fluorescentes correspondentes a hibridacdo da sonda
EUB338 com o 16S rRNA dos micoplasmas (Figura 3.2a). A linha DH82 encontrava-se
contaminada com uma menor carga micoplasmal (Figura 3.2a). Os resultados de FISH foram
confirmados pela pesquisa de micoplasmas utilizando a coloracdo com Hoechst 33258 (dados
ndo mostrados). Deste modo, considera-se que a técnica FISH é também adequada para a

deteccdo de micoplasmas em linhas celulares contaminadas.
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CAPITULO IV

IV. Considerac6es finais e perspectivas de trabalho futuro

Nestas consideracGes finais, apresentam-se dois temas relevantes que poderdo orientar
trabalhos futuros nas areas da investigacdo relacionadas com a PPCB e com o respectivo
agente etioldgico desta doenga. Estas consideragBes tornam-se assim certamente mais Uteis,
sendo que ambos os temas aqui discutidos surgiram no decurso do corrente projecto e, na

realidade, poderdo até constituir uma continuacgéo légica do mesmo.

Como jé atrés foi realcado, a PPCB € a doenca infecciosa animal responsavel pelas maiores
perdas de gado no continente africano e, como tal, o efeito dessas perdas repercute-se no
comeércio pecuario internacional. Por outro lado, e apesar de a PPCB estar actualmente
erradicada na Europa, mantém-se a necessidade de apertadas medidas de vigilancia, pois
trata-se de uma doenca insidiosa, imprevisivel e a possibilidade da sua re-emergéncia é uma
realidade. A erradicacdo da PPCB foi conquistada na Europa recorrendo a medidas dréasticas,
envolvendo abates dos bovinos infectados, controlo das movimentagdes de gado e quarentena.
No entanto, tal estratégia € dificil de implementar nos paises africanos devido aos efeitos
negativos, a curto prazo, nas suas economias ja bastante débeis. A vacinacdo com estirpes
atenuadas €, porventura, a Unica alternativa eficaz para o controlo da PPCB nestes paises,
apesar das vacinas actuais terem ainda uma eficacia bastante limitada. O desenvolvimento de
testes de diagnostico mais eficazes, de facil utilizacdo e baratos, capazes de detectar MmmSC
ndo s6 nos animais sintomaticos mas também nos portadores assintomaticos, é igualmente
importante para um melhor controlo da doenca. O primeiro tema de investigagdo futura que
poderd trazer algum auxilio no controlo desta doenca relaciona-se justamente com a
necessidade de desenvolver novos métodos de diagndstico para a PPCB, passiveis de serem
utilizados em paises com menores recursos econdmicos. Relativamente a este tema, serd de
primordial importancia o desenvolvimento de novos métodos moleculares de diagndstico,
pois sdo actualmente um dos sectores mais promissores do mercado do diagndéstico in vitro.
Na verdade, varios métodos de diagnostico baseados em PCR, incluindo tecnologias com
resposta em tempo real, foram ja descritos para a detec¢cdo de MmmSC e para um diagndstico
mais eficaz da PPCB a partir de amostras animais (Bashiruddin et al., 2005; Gorton et al.,
2005; Lorenzon et al., 2008; Vilei e Frey 2010). No entanto, estas tecnologias ndo se
encontram ainda estandardizadas e requerem, normalmente, recursos humanos qualificados e

instrumentacio sofisticada para a sua execucdo. E assim necessario que os métodos
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moleculares de diagnostico se tornem mais simples, estandardizados e acessiveis para que
possam ser efectivamente usados no diagnéstico de rotina de doengas animais, incluindo em
laboratdrios com menores recursos e nos paises em vias de desenvolvimento, onde doencas
como a PPCB sdo factores com elevada repercussao no empobrecimento das populacdes
locais. Neste contexto, tecnologias isotérmicas de amplificacdo de DNA (Notomi et al.,
2000), como por exemplo a tecnologia LAMP (do Inglés Loop-Mediated Isothermal DNA
Amplification), combinadas com dispositivos autbnomos de cromatografia lateral para a
deteccdo dos produtos amplificados (Carter et al., 2007) poderdo ser adequadas para o
desenvolvimento de dispositivos moleculares de diagndéstico para a PPCB, independentes da
utilizacdo de equipamentos sofisticados e, portanto, bastante mais acessiveis. Desta forma, o
primeiro tema de investigacdo proposto nesta dissertacdo relaciona-se justamente com a
exploracdo destas Ultimas tecnologias para o desenvolvimento de novos dispositivos de

diagndstico para esta doenca.

Por outro lado, o desenvolvimento de estratégias mais eficazes para o controlo das doencas
infecciosas animais beneficia, certamente, de um conhecimento mais aprofundado dos
respectivos agentes etioldgicos. Neste contexto, a analise do pangenoma das espécies
patogénicas de micoplasmas podera contribuir para a descoberta de novos alvos terapéuticos e
para 0 desenvolvimento de novos métodos de deteccdo e identificacdo mais eficazes
(Marenda et al., 2005; Nouvel et al., 2010; Vasconcelos et al., 2005). O pangenoma de uma
espécie, ou de outro nivel taxondmico, ¢ constituido pelo “genoma indispensavel” (core
genome), composto pelos genes obrigatoriamente presentes em todas as estirpes dessa espécie
ou nivel taxondmico, e pelo “genoma dispensavel”, correspondente aos genes que podem
estar ausentes numa ou mais estirpes (Lapierre e Gogarten, 2009; Medini et al., 2005).
Diferentes estirpes de uma mesma espécie podem apresentar polimorfismos importantes,
nomeadamente a presenca ou auséncia de alguns genes que poderdo explicar as diferencas
entre elas, quanto as suas preferéncias por determinados hospedeiros, tropismo tecidular,
viruléncia e epidemiologia. Estes tipos de polimorfismos também ja foram encontrados entre
as estirpes de MmmSC de origem europeia e africana (Bischof et al., 2006; Vilei et al., 2000),
como alias ja foi destacado atras. Foi sugerido neste trabalho que os ultimos surtos de PPCB
que ocorreram em Portugal no final do século passado foram causados por, pelo menos, dois
tipos moleculares de estirpes de MmmSC (com perfis de VNTR4 distintos). As estirpes com
um perfil de VNTR4 do tipo “9” tiveram aparentemente mais sucesso, tendo conseguido

dispersar-se por uma maior extensdo territorial (principalmente nas regides de Entre-Douro e
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Minho) e causar mais surtos de PPCB do que as estirpes com um perfil de VNTR4 do tipo “8”
(mais restritas a regido de Aveiro). As primeiras estirpes, mais prevalentes, provavelmente
apresentam vantagens genéticas competitivas que lhes poderdo ter proporcionado uma
patogenicidade ou transmissibilidade acrescida entre os respectivos hospedeiros. Deste modo,
0 segundo tema de investigacdo proposto aqui relaciona-se justamente com a elucidacdo das
potenciais vantagens competitivas das estirpes de MmmSC com um VNTR4 do tipo “9”, em
relag@o as do tipo “8”, comparando-as também com as estirpes africanas (reconhecidamente
mais virulentas que as estirpes europeias). Uma estratégia possivel, e também a medida que as
tecnologias de sequenciacdo de genomas se tornam cada vez mais acessiveis, envolve o
estudo do pangenoma desta espécie. Para tal, sera necessario seleccionar uma ou mais estirpes
de MmmSC de cada um dos dois tipos moleculares encontrados em Portugal, sequenciar 0s
seus genomas e realizar uma analise gendmica comparativa entre 0s mesmos. As sequéncias
dos genomas da estirpe tipo de MmmSC (PG1) e da estirpe de referéncia australiana
(Gladysdale) estdo também ja disponiveis a partir de bases de dados publicas. Este tipo de
estudo ja foi realizado para as espécies patogénicas M. hyopneumoniae (Vasconcelos et al.,
2005) e M. agalactiae (Nouvel et al., 2010) demonstrando que, apesar dos seus genomas
reduzidos, os micoplasmas possuem uma grande plasticidade genémica e diferentes conjuntos
de genes que moldam a sua diversidade e viruléncia. Um estudo deste género, e que é aqui
proposto, ndo foi ainda realizado com MmmSC, mas podera abrir, certamente, novas portas
para uma compreensdo mais aprofundada dos mecanismos de patogenicidade deste
importante agente patogénico animal e levar a descoberta de novas estratégias terapéuticas e

de diagndstico mais eficazes para o controlo da PPCB a um nivel global.
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MEIO DE CULTURA HAYFLICK LI'QUIDO
(Método de preparacao usado no LNIV)

ANEXO

PRODUTOS REFERENCIA (fabricante) QUANTIDADE (parall)

PPLO Broth BD255420 219

Triptose BD211713 10¢g

Glucose Merck108337 19

Extracto de levedura BD212750 10¢

Agua destilada 700 ml
SUPLEMENTOS

Soro de cavalo inactivado a 56 °C, 30 min 20 ml

Penicilina G 0,25 ml

PROCEDIMENTO

1. Pesar os reagentes PPLO Broth, triptose, glucose e extracto de levedura, e dissolver

em 700 ml de agua destilada;

Deixar arrefecer a solucdo até 20 °C;

Adicionar os suplementos e esterilizar por filtracdo;

o a > 0w

Distribuir 5 ml de meio por tubos.

Dissolver completamente por agitacdo magnética e aquecimento a 80 °C;
Acertar o pH para valores 7,8 = 0,2 com uma solugdo stock de NaOH, se necessario;
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MEIO DE CULTURA HAYFLICK SOLIDO

(Método de preparacdo usado no LNIV)

PRODUTOS REFERENCIA (fabricante) ~ QUANTIDADE (paral L)

PPLO Broth BD241210 359

Triptose BD211713 109

Glucose Merck108337 1lg

Agua destilada 700 ml
SUPLEMENTOS

Soro de cavalo inactivado a 56 °C, 30 min 20 ml

Penicilina G 0,25 ml

PROCEDIMENTO

1. Pesar os reagentes PPLO Broth, triptose, glucose e extracto de levedura e dissolver em

700 ml de &gua destilada;

Esterilizar no autoclave a 115 °C durante 30 min;

Adicionar os suplementos e esterilizar por filtracao;

N o a kDD

Distribuir 9 ml de meio por placa de Petri.

Deixar arrefecer utilizando um banho de agua a 56 °C;

Dissolver completamente por agitacdo magnética e aquecimento a 80 °C;

Acertar o pH para valores 7,8 + 0,2 com uma solug&o stock de NaOH, se necessario;
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MEIOS DAS PROVAS BIOQUIMICAS PARA A IDENTIFICACAO DE
MICOPLASMAS

(Métodos de preparacéo usados no LNIV)

e HIDROLISE REDUGAO DO PESQUISA DA

DA DA p:
REAGENTES GLUCOSE ARGININA Dg li(l)?o/li;A TET(IzAzégLIO FO?;?;:;)ASE
(a 50%) (a 30%)
Heart Infusion
Broth 180 ml 180 ml 180 ml 180 ml 148 mi
esterilizado
Soro de cavalo 40 ml 40 ml 40 ml 40 m 40 m
inactivado
Extracto de
levedura a 25% 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 10 ml
DNA a 2% 2,6 ml 2,6 ml 2,6 ml 2,6 ml -
Reagente
analitico da 2ml 8,5 ml 2,5ml 5ml 2ml
prova*
Vermelho de
fenol a 0,06% 5mi 5ml 5ml - -
Penicilina - - - - 400 Ul/ml
pH 7,8 7,3 7.3 75 7.8

* Reagente analitico de prova diz respeito ao reagente principal de cada prova bioquimica, ou
seja, glucose (50 ml &gua destilada/25 g de glucose), arginina (50 ml dgua destilada/15 g de
cloridrato de arginina monocloridrica), ureia (50 ml dgua destilada/20 g de ureia), tetrazolio
(50 ml agua destilada/1 g de cloridrato de trifeniltetrazolio) e fosfatase (50 ml &agua
destilada/2 g de difosfato de fenolftaleina de sodio).
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CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS PARA A IDENTIFICACAO DE
MICOPLASMAS DE BOVINOS E DE PEQUENOS RUMINANTES

ORGANISMO ESTIRPE TIPO SENSIBILIDADE A GLUCOSE ARGININA
DIGITONINA
M. mycoides subsp. mycoides PG1 + + -
SC
M. mycoides subsp. mycoides Y- Goat + + -
LC
M. mycoides subsp. capri PG3 + + -
M. capricolum subsp. California Kid + + +
capricolum
M. capricolum subsp. F38 + + -
capripneumonia
M. bovoculi M165/69 + + -
M. alvi lisley + + +
M. dispar 462/2 + + -
M. bovis PG45 + - -
M. bovigenitalium PG11 + + +
M. alkalescens PG51 + - +
M. canadense 275C + - +
M. veredundum 107 + - -
M. conjunctivae HRC581 + + -
M. ovipneumonia Y98 + + -
M. putrefaciens KS1 + + +/-
M. agalactiae PG2 + - -
M. arginini G230 + - +
M. bovirhinis QEW + + -
A. laidlawii PG8 - + -
ORGANISMO ESTIRPE TETRAZOLIO FOSFATASE “FILM & DIGESTAO DA
TIPO SPOTS” CASEINA
M. mycoides subsp. PG1 + - - -
mycoides SC
M. mycoides subsp. Y- Goat + - - +
mycoides LC
M. mycoides subsp. capri PG3 + - - +
M. capricolum subsp. California Kid + - - +
capricolum
M. capricolum subsp. F38 - - - +
capripneumonia
M. bovoculi M165/69 + - - -
M. alvi lisley - - -
M. dispar 462/2 + - +/- -
M. bovis PG45 + + + -
M. bovigenitalium PG11 +- - + -
M. alkalescens PG51 - + -
M. canadense 275C - - - -
M. veredundum 107 - - + -
M. conjunctivae HRC581 + - - -
M. ovipneumonia Y98 + - - -
M. putrefaciens KS1 + + + -
M. agalactiae PG2 + + + -
M. arginini G230 - - - -
M. bovirhinis QEW + - - -
A. laidlawii PG8 + - - -
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