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GENOTIPIZZAZIONE DI MYCOPLASMA GALLISEPTICUM TRAMITE 
METODICA MLST: RISULTATI PRELIMINARI SU CAMPIONI ISOLATI 
DA IZSVE 
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Summary
 (MG) causes chronic respiratory disease and decrease 

hatchability in many avian species, resulting in economic losses to the poultry industry. 

distinguish MG strains in order to control pathogen spreading and disease. For this 
purpose, the Multilocus Sequence Typing (MLST) genotyping method has been recently 

 analysis on housekeeping genes ( , , , 
, , ). The aim of this study was to test with MLST a total of 77 MG positive 

samples, collected during 2010-2018 in the Mediterranean area and previously analysed 

(GTS) genotyping of the  gene (MGA_0932) (9). In our samples we found four new 
alleles in three  and seventeen new Sequence Types (ST) were assigned. Analysis of 

in Orange and Pink  GTS groups, as expected. However, inside a GTS group 
different ST could be found, pointing out that MLST resolution is greater compared to 
GTS. Only two ST from Spanish chickens (ST15 and ST32) grouped into different GTS 
genotype, indicating a different evolution of structural and housekeeping genes. MLST 
evolutionary relatedness analysis indicates three major ST to be considered as putative 
clonal complex: ST112, ST26 and ST105. A sample was analysed after a total of 100 
cultural passages and the ST (along with GTS) was costantly found. Overall these results 
demonstrate that MLST method is solid and reproducible, it gives a higher resolution 
in respect of single gene GTS and could be implemented for epidemiological studies of 

INTRODUZIONE
 (MG) è un patogeno ampiamente diffuso che colpisce 

numerose specie avicole, può trasmettersi per via orizzontale (contatto diretto, aerosol, 
polveri, penne) ma la via principale di trasmissione è verticale da animale infetto alla 
progenie attraverso l’uovo (1). Crea tipicamente un quadro clinico respiratorio con 
sinusiti ed aerosacculiti con conseguente mortalità, ritardo nella crescita e scarti al macello 
oltre a mortalità embrionale. E’ dunque un importante capitolo di perdite economiche 
per l’industria avicola (2). Per far fronte alla problematica sono disponibili sul mercato 

® 

il ts-11 (Vaxsafe® MG, Bioproperties Pty Ltd.). Risulta utile in ambito epidemiologico e 
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di infezione ed inoltre poter differenziare i ceppi  da quelli vaccinali. Differenti 

che risultano di maggiore interesse sono basati sul sequenziamento di particolari 
regioni geniche ( : GTS), come mgc2 (CDS MGA_0932) 
(6) e 16S-23S rRNA-IGSR (7) ma non consentono una standardizzazione elevata 
dei dati ottenuti. Tra i metodi di genotipizzazione basati su sequenza con alto potere 
discriminatorio e sicuramente standardizzabile troviamo la metodica MLST (

), che si basa sull’analisi di mutazioni nella sequenza di un set scelto 
di geni 

alleli assegnati al set di geni creano un “ ” numerico (ST) univoco che 

metodica MLST applicata a  e pubblicata recentemente (8) 

tipizzazione mediante analisi di sequenza del gene (9). Contestualmente è stata 
valutata la stabilità genetica che questa metodica riesce a rivelare nel tempo impiegando 
un ceppo dopo vari passaggi in coltura.  

MATERIALI E METODI

Per lo studio in oggetto sono stati selezionati i seguenti campioni: i vaccini MG 

(58) polli, (13) tacchini, (2) oca, (2) faraona, (1) quaglia di differente categoria 
produttiva e precedentemente tipizzati mediante analisi di sequenza del gene  e 

precedentemente descritto (9). I campioni di MG selezionati per il presente studio sono 
rappresentanti dei principali genotipi storicamente evidenziati in IZSVe dal 2010: nr. 
20 Green, nr. 20 del genotipo Pink (ts-11 ), nr. 12 Light blue, nr. 11 Orange (MG 

), nr. 12 Grey e Grey-like (Grey con 
delezione di 24 bp), solo 1 Black.

I ceppi selezionati sono stati coltivati mediante procedura interna (PDP DIA 014 rev. 01-

a 37° C al 5% di CO
2

a cambiamento di colore e torbidità. 

Il DNA genomico dei ceppi MG è stato estratto con metodo manuale impiegando il 
kit “QIAmp DNA mini KIT” (Qiagen) seguendo le istruzioni del kit per estrazioni da 
brodocoltura.

 ( ) 
impiegando le coppie di  descritte (8) con il kit qPCR Kapa FAST (Kapa Biosystem), 
su 
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 in fase di reazione di elongazione.  Il ciclo impiegato è stato: 95° C per 5’ di 
attivazione, 35 cicli di 95° C per 1’, 56° C per 30’’, 72° C per 1’. 

per ogni gene impiegando BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (v 2.0 Applied 
Biosystems) su sequenziatore automatico ABI PRISM 3500XL Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems). Le sequenze ottenute sono state valutate ed analizzate mediante 
software BioEdit Sequence Alignment Editor V7.2.6.1 (10) ed allineate con software 
MEGA7 mediante funzione ClustalW con un database di sequenze rappresentative dei 
differenti alleli già pubblicati per ognuno dei sei geni e già depositate in GenBank. Per 

in ogni , è stato assegnato l’ST del ceppo secondo quanto già pubblicato. Per 
combinazioni non presenti nelle 57 totali sinora descritte (8) sono stati assegnati nuovi 
ST partendo dal numero 100. La correlazione tra i differenti ceppi dopo assegnazione 
di ST è stata evidenziata creando un MST ( ) costruito usando 
l’algoritmo goeBURST full MST (11) in programma PHYLOViZ 2.0 usando la stringa 

RISULTATI

ed ATCC 19610, sono stati confermati gli stessi risultati MLST già pubblicati (8), 
rispettivamente: ST49, ST14 ed ST1. Tutti i campioni MG sottoposti al presente 

 di interesse per eseguire l’analisi MLST. In tabella 1 sono riportati tutti gli 
ST assegnati nei campioni IZSVe del bacino mediterraneo analizzati ed inoltre i nuovi ST 
assegnati nel presente studio, derivanti sia da nuove combinazioni alleliche, sia da nuovi 
alleli sequenziati nei geni ,  e . In tabella 2 sono riportati i singoli campioni 

 e ST 
assegnato. Dai risultati ottenuti si puòevidenziare che: 

1. 
ST100 a ST116) sono di nuova assegnazione. ST1 è stato evidenziato solamente col 
ceppo ATCC 19610 vista anche la provenienza statunitense. ST101 è stato ritrovato 

 poco 
rappresentato.

2. Mentre all’interno dei genotipi  può essere considerato normale ritrovare ST 
differenti, è interessante notare che in ST15 ed ST32 sono stati invece ritrovati 
differenti genotipi  

3. 
Orange. Gli altri ceppi presenti nel medesimo ST possiedono lo stesso genotipo 

4. Il genotipo Pink che includeva anche il ceppo vaccinale TS-11, mostra al suo interno 
differenti ST, di cui i maggioritari risultano essere ST49 (24%) ed ST34 (19%). E’ 

altri isolati appartenenti a questo ST provengono da allevamenti con tale tipo di 
vaccino.

5. I genotipi Grey, Light-blue e Green risultano frammentati con differenti ST anche se 
si può ritrovare un ST prevalente in essi (rispettivamente ST51, ST27 ed ST24).  .
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1).  I nodi di maggiore intesse, perché putativi “genotipi ancestrali” di differenti ST con 
limitate differenze alleliche, risultano essere ST112 e ST26 ed ST105.

Per dimostrare la stabilità della metodica MLST impiegata, ovvero che il metodo 
analizza zone geniche non soggette a variazioni di sequenza durante numerosi passaggi 

genotipizzato Pink è stato mantenuto in coltura liquida per 100 passaggi successivi totali 

Tabella 1
conferiti in IZSVe 2010-2018. In grassetto gli ST di nuova assegnazione, in sfondo 
grigio nuovi alleli trovati nel presente studio e depositati su GenBank con numero di 
accesso provvisorio MN195114-MN195117.

ST atpg dnaa fusa rpob ruvb uvra
1 1 1 1 1 1 1

2 1 16 13 2 6
8 3 2 10 9 1 1

5 8 6 3 5 10
15 5 8 10 9 5 10
18 7 2 1 13 1 16
22 7 17 4 16 19 16
23 8 1 1 5 2 13

8 1 10 9 1 1
8 1 16 4 2 12

27 8 1 16 15 1 12
28 8 3 10 6 1 12
32 8 5 10 7 1 15
33 8 5 16 5 2 13

8 5 16 7 2 12
39 9 5 16 17 1 15

10 5 16 4 2 12
13 11 14 8 9 2

51 15 3 7 12 2 11
100 8 1 1 5 2 12
101 2 1 16 17 2 5
102 3 3 10 9 1 1
103 5 3 10 9 1 12
104 5 13 10 9 2 1
105 5 3 10 9 2 1
106 8 5 10 7 2 1
107 5 8 14 3 5 10
108 2 1 8 22 2 5
109 8 1 21 23 2 12
110 8 1 8 17 20 12
111 8 13 16 6 1 12
112 2 1 16 15 1 5
113 5 1 16 6 2 18
114 2 5 16 15 1 12
115 2 1 4 15 1 5
116 8 1 8 17 20 5
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Tabella 2: campioni di MG analizzati descritti per specie ed origine e rispettivo 

sequenza .

ID ceppo Specie Paese di origine mgc2 tipo ST

coltura cellulare violet 1

15

IZSVE/2012/1731-31f Italia 23

IZSVE/2013/380-9f Italia 23

Italia
Italia 33

Italia
Italia
Italia
Italia

39

IZSVE/2013/5575-28dp Albania
Italia

IZSVE/2013/2857-1f Italia
IZSVE/2013/3185-5f Italia

Italia
MG TS-11 vaccino

Italia 100

Italia 107

Italia 109

IZSVE/2015/5870-1fp faraona Italia 110

Italia 111

105

Italia
vaccino

IZSVE/2010/D/3037-1 Italia 27

IZSVE/2010/D/3038-2 Italia 27

IZSVE/2010/D/3283-2 Italia 27

Italia 27
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ID ceppo Specie Paese di origine mgc2 tipo ST

Italia 27

Italia 27

Italia 27

Italia 113

Italia
Italia 115

Italia
IZSVE/2018/229-1f Italia

32

18

18

22

22

IZSVE/2013/3188-1f 32

IZSVE/2012/3057-1d 51

IZSVE/2012/3057-2d 51

IZSVE/2012/3058-1d 51

IZSVE/2012/3058-2d 51

Italia 112

IZSVE/2013/3791-1fp Italia 112

IZSVE/2015/980

IZSVE/2011/5595-2d Italia 8

15

15

Italia

IZSVE/2015/388-7D

IZSVE/2015/388-8f

IZSVE/2017/3571-2dp
28

28

32

IZSVE/2011/5595-8f Italia 102

103

IZSVE/2013/1772-2f

Italia 108

faraona Italia 101
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Figura 1: rappresentazione  (full MST 5 ) 
dei dati MLST dei campioni analizzati, il numero nei nodi rappresenta l’ST mentre il 
numero nel tratto di  le differenze alleliche tra i due ST collegati.

DISCUSSIONE
L’analisi MLST dei campioni di riferimento conferma la riproducibilità della 
metodica applicata su  di recente pubblicazione (8). 

sino a 100 passaggi in coltura, dimostrando che la regione analizzata dei geni 
interessati  non accumula mutazioni casuali evidenziabili che ne fanno variare l’ST. 
La metodica in studio, applicata a campioni già genotipizzati impiegando analisi 
di sequenza del gene e raggruppati per gruppi omologhi (9), rende possibile 
una differenziazione genotipica superiore in quanto all’interno dei gruppi di colore 
si ritrovano differenti ST. Purtuttavia occorre segnalare che sono stati evidenziati 
due 

 differente 
andando ad indicare che la ulteriore analisi di sequenza di più geni (in questo caso 

) riesce a dare informazioni complementari rispetto una analisi GTS di 
un gene strutturale come la citoadesina. In questo caso ad esempio il risultato può 

di particolari ST. Ad esempio la maggiore prevalenza di ST14 (ceppo vaccinale 
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potrebbe essere spiegato dalla differente tipologia di vaccinazione tra queste due 

numerici). Attualmente dai dati in nostro possesso solamente ST112 e ST26 
risultano possibili candidati ad essere considerati Complessi Clonali (CC), in 
quanto con due sostituzioni alleliche ( ) originano almeno 4 

è opportuno segnalare che necessita di maggiori sostituzioni alleliche per generare 
nuovi “rami”. ST26 appartiene al genotipo Pink mentre ST112 a genotipo Grey 
ed entrambi risultano numericamente poco rappresentati nei campioni e genotipi 
analizzati, inoltre mentre gli ST discendenti più vicini ad ST26 risultano dello 
stesso genotipo (Pink) con la sola eccezione di ST27, mentre da ST112 non 
discende direttamente nessun genotipo Grey ma prevalentemente ST appartenenti 

gli ST più prossimi sono tutti di genotipo Green. 

CONCLUSIONI
La metodica MLST aumenta la potenza risolutiva della genotipizzazione mediante 
GTS ponendo le basi per una valutazione epidemiologica puntuale nel tempo e 

continua dei dati potrà quindi permettere di meglio comprendere le correlazioni 
tra focolai, sistemi di diffusione e mantenimento di tale importantissimo patogeno 
gettando le basi all’implementazione puntuale delle misure di biosicurezza nei sui 
confronti.
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