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El uso de reacciones de PCR anidadas mejora la tipificacién
genética de Mycoplasma hyopneumoniae a partir de diferentes
muestras clinicas
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RESUMEN

Identificar distintos genotipos de Mycoplasma hyopneumoniae es importante para estudiar
y entender mejor algunos aspectos epidemioldgicos de la enfermedad que éste produce. La
metodologia de MLVA (Multiple-Locus Variable-number tandem-repeats Analysis) serfa la mds
adecuada para la tipificacién del patdgeno a partir de muestras clinicas. El objetivo del presente
trabajo fue disenar PCR anidadas para los loci VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) P97,
H4 y H5 con la finalidad de obtener pruebas de mayor sensibilidad analitica. Para evaluarlas
se analizaron muestras de ADN positivas para M. hyopneumoniae en paralelo con una PCR
convencional para cada locus y se compararon las proporciones de positivos con cada formato.
Dada la mayor sensibilidad de las reacciones desarrolladas en el presente estudio, se recomienda
utilizar reacciones anidadas de estos loci para la tipificacién de M. hyopneumoniae en muestras
clinicas, y realizarlas en conjunto con la PCR anidada para el locus P146 previamente informada.
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ABSTRACT

It is important to identify distinct Mycoplasma hyopneumoniae genotypes to improve the study and

understanding of some epidemiological aspects of the disease it produces. MLVA (Multiple-Locus

Variable-number tandem-repeats Analysis) methodology would be the most adequate for typing this

pathogen from clinical samples. The objective of the present study was to design nested PCR assays
for VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) loci P97, H4, and H5 with the aim to obtain a
high analytical sensitivity. To evaluate them, DNA samples positive for M. hyopneumoniae were

analyzed by the nested PCR assays in parallel to conventional PCR assays, and the proportion of

positive results with each approach were compared. Taking into account the higher sensitivity of

the PCR assays developed in this study, it was concluded that the recommended approach to type

M. hyopneumoniae from clinical samples — even when they contain a low load of the agent— is to

perform nested PCR assays for these loci, along with the other one previously informed for P146.

Keywords: (Mycoplasma hyopneumoniae), (genotypes), (clinical specimens), MLVA, P97, P146,

H4, H5.

INTRODUCCION

El Mycoplasma hyopneumoniae es el agente
causal de la neumonia enzoética porcina
(NEP), una enfermedad respiratoria crénica
de los cerdos ' de alto impacto econdmico
en la produccién porcina de nuestro pais y
el mundo. Reconocer distintos genotipos
del microorganismo es importante ya que
permitiria entender mejor algunos aspectos
epidemiolégicos que redundarian en un
mejor control de la NEP. Tal variabilidad ha
sido informada utilizando distintas técnicas
moleculares °7, de las cuales el andlisis de las
repeticiones en tdndem de niimero variable en
multiples loci (MLVA, por sus siglas en inglés)
ha sido senalado como el mds adecuado para la
tipificacién del patdgeno a partir de muestras
clinicas 2.

El desarrollo y/o adaptacién de estas
técnicas con una gran sensibilidad analitica
es ideal ya que permitirfa la identificacién
de perfiles genéticos del agente a partir de
muestras con baja carga del microorganismo,
lo que resulta en la posibilidad de tomar
muestras clinicas poco invasivas. Asi, la
utilizacién de la técnica de PCR anidada seria
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de eleccién para trabajar con material clinico,
dada su elevada sensibilidad.

Debido a que dentro del amplio repertorio
de regiones polimérficas propuesto por de
Castro ez al.?, los loci P146, P97, H4 y H5
han sido senalados como los mds polimérficos
> 12y dado que nosotros ya hemos informado
sobre el desarrollo de una PCR anidada para
la regién R3 del locus P146 ® que ha permitido
la tipificacién genética del agente a partir de

muestras clinicas % 1°

, el objetivo del presente
trabajo fue disefiar PCR anidadas para los loci
P97, H4 y H5 con la finalidad de obtener

pruebas de mayor sensibilidad analitica.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio
de Patologia Animal de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria (UNRC, Rio Cuarto,
Cordoba, Argentina), de acuerdo con las normas
internacionales del Consejo Internacional
de Organizaciones de las Ciencias Médicas
(CIOMYS).

En distintos experimentos se amplificaron
mediante reacciones de PCR estindar y PCR
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anidadas tres regiones VNTR altamente
polimérficas de los loci: P97, H4, H5 a partir
de diferentes tipos de muestras. Todas las
muestras habian sido positivas a la PCR anidada
considerada tamiz, que se utiliza de rutina en el
Laboratorio de Patologia Animal-FAV-UNRC
para la deteccién de M. hyopneumoniae *.

Previo al andlisis de las muestras y con el
fin de estimar la sensibilidad de las PCR de tres
loci analizados, se hicieron cinco diluciones
en base 10 del ADN de una cepa pura (M.
hyopneumoniae 232) con una concentracion
inicial de 207,87 ng/pl, que fueron amplificadas
por ambos formatos de PCR utilizando los
cebadores y condiciones propias de cada loci
que se detallan en cada experimento.

Experimento 1: VNTR R1 del locus P97

Se trabajé con un total de 48 muestras
de ADN de distintos origenes [23
muestras provenientes de seis bacterinas
comerciales contra M. hyopneumoniae, 14
muestras de lavados bronquio-alveolares
(LBA) y 11 muestras de hisopados nasales
(HN)]. Las muestras fueron amplificadas
independientemente por una PCR
convencional y otra anidada. La primera,
considerada la PCR estdndar, utilizando los
cebadores y condiciones descriptas por de
Castro et al.” para el locus P97R1. La segunda,
una PCR anidada utilizando en la primera
ronda de amplificacién esos cebadores y
condiciones, y en la segunda utilizando
los cebadores y condiciones descriptas por
Vranckx er al.'? para el mismo locus con las
siguientes condiciones de ciclado: 95°C por
5 min de desnaturalizacién inicial, 35 ciclos
de 95°C por 45 seg (desnaturalizacién),
52°C por 45 seg (annealing) y 72°C por 45
seg (extensién), con una extensién final de
72°C por 10 min. Los productos de PCR
fueron visualizados en gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio. Al igual
que en los experimentos que se describen a
continuacién, se comparé la proporcién de
muestras positivas a la PCR estdndar us la

PCR anidada usando el programa Epidat 4.1
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Experimento 2: VNTR H4

En este caso se trabajé con 21 muestras
de ADN de distintos origenes (6 de bacterinas
comerciales de M. hyopneumoniae, 11 de LBA'y
4 de HN). Para la PCR estdndar, se utilizaron los
cebadores y condiciones descriptas por de Castro
et al.* para el locus H4. En la primera ronda de
amplificacién de la PCR anidada se utilizaron
dichos cebadores y condiciones, y en la segunda
ronda, los informados por Vranckx ez al. 2.

Experimento 3: VNTRs R1/R2 del locus H5

Parael desarrollo de una PCR anidadadelos
VNTRs del locus H5, se disenaron cebadores
para la primera ronda de amplificacién y se
determinaron las condiciones parala misma.
Los cebadores fueron disenados utilizando
el programa Primer3 (v. 0.4.0), tomando
como base las secuencias del gen H5 de
tres cepas de M. hyopneumoniae disponibles
en el GenBank (secuencias codificantes
MH]J0662 de la cepa ], mhp683 de la cepa
232 y MHP0662 de la cepa 7448). Los
cebadores disefiados fueron: H5TAM-F
3'-GCAAAAATAGGTAAGGGGTCAA-5" y
H5TAM-R3'-TTTGATTTTGCCTGGGAAGT
-5". La especificidad de los cebadores fue evaluada
in silico utilizando Primer-BLAST e in vitro
amplificando ADN de: M. hyopneumoniae
(cepa 232), cepas vacunales de dos bacterinas
comerciales contra el agente, Mycoplasma
gallisepticum (cepa X95), Mycoplasmas ynoviae
(cepa WVU), Mycoplasma mycoides (V. myc PG1),
Mycoplasma hyorhinis (cepa BTS-7) y cepas de
campo de Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma
bovis'y Mycoplasma canadense. Las condiciones de
amplificacion fueron: 30 pL de volumen final, con
5 uL de ADN templado, 200 uM de cada dNTD,
0,2 pM de cada cebador, 3 mM de MgCl,, buffer
de PCR 1X (provisto con la Taq polimerasa) y
2,5 U Taq polimerasa (T-Plus ADN polimerasa,
Inbio-Highway), bajo las siguientes condiciones
de ciclado: desnaturalizacién inicial de 94°C por
5 min, seguida por 35 ciclos de 94°C por 2 min
(desnaturalizacién), 56°C por 2 min (annealing)
y 72°C por 2 min (extensién), con una extension
final de 72°C por 10 min.
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Una vez confirmada la especificidad y luego
de determinar la sensibilidad, se trabajé con
57 muestras de LBA que fueron amplificadas
con la PCR estdndar utilizando los cebadores
y condiciones descriptos por de Castro et al.
> y una PCR anidada, utilizando en la primera
ronda de amplificacién los cebadores HSTAM-F/
H5TAM-R bajo las condiciones arriba descriptas y
en la segunda ronda de amplificacién los cebadores
y condiciones descriptos por de Castro et al”
utilizando como templado 2 pL del producto de

la primera reaccién.

RESULTADOS

Para los tres loci analizados, la sensibilidad
de la PCR anidada fue mayor a la PCR
estandar (tabla 1). En el caso de P97 y de
H4, la PCR anidada fue capaz de detectar una
dilucién mds que la PCR estdndar, siendo la
sensibilidad de la PCR anidada equivalente a
una concentracién en la muestra de 2,08 ng
de ADN de M. hyopneumoniaelul para P97 y
de 0,21 ng de ADN/pl para H4. En el caso
de H5, el uso de la PCR anidada permitié
detectar hasta dos diluciones mds (0,02 ng/

pl) respecto a la PCR estdndar (tabla 1).

Tabla 1. Limite de deteccidn de las PCR estdndar y anidadas para los loci P97, H4 y H5 utilizando diluciones
en base 10 de ADN de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

Diluciones base 10 ADN M. hyopneumoniae cepa 232
Loci | Reaccién puro 10! 102 103 10+ 10°
207,8 ng/pl | 20,8ng/ul | 2,08 ng/ul | 0,21 ng/pl | 0,02 ng/pl | 0,002 ng/pl

Estandar + + - - - -
P97

Anidada + + + - - -

Estandar + + + - - -
H4

Anidada + + + + - -

Estandar + + + - - -
H5

Anidada + + + + + -

La mayor sensibilidad de las PCR anidadas se
observé de igual modo en el andlisis de las muestras
clinicas ya que su uso permitié la amplificacién
de una mayor proporcién de muestras que fue

estadisticamente significativa (p <0,05) para H4
y H5. En las tablas 2 y 3 se muestra la proporcién
de positivos para cada tipo de muestra y el total
para P97 y H4 respectivamente.

Tabla 2. Proporcién de muestras donde se obtuvo amplificacion para el VNTR R1 P97 con la PCR estdndar

(cebadores descriptos por de Castro ez al. 2006) vs PCR anidada (cebadores descriptos por de Castro ez al.”
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+Vranckx ez al.’?). *p= 0,057
Muestra PCR estandar PCR anidada
Bacterinas 3/23 8/23
LBA 10/14 11/14
HN 0/11 4/11
TOTAL 13/48* 23/48*
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Tabla 3. Proporcién de muestras donde se obtuvo amplificacién para el VNTR H4 con la PCR estdndar (cebadores
descriptos por de Castro ez a/.?) vs PCR anidada (cebadores descriptos por de Castro er al.?- Vranckx ez al. '2).
*p= 0,049 (1C95% - 0,555 -0,017).

Muestra PCR estindar PCR anidada
Bacterinas 3/6 5/6
LBA 10/11 11/11
HN 1/4 4/4
TOTAL 14/21* 20/21*

Respecto al locus H5, los cebadores disefiados
fueron especificos in silico e in vitro puesto que
no amplificaron en otras muestras que no fueran
M. hyopneumoniae. La PCR estindar detectd
16/57 muestras de LBA, mientras que la PCR
anidada detecté 35/57 (p= 0,0007 [IC95% -
0,523 -0,144]).

Los productos de PCR de los tres loci
fueron secuenciados y este andlisis confirmé la

especificidad de la PCR anidada.

DISCUSION

La identificacién de distintos perfiles
genéticos de M. hyopneumoniae resulta
muy util para estudios epidemiolégicos
enfocados a identificar el origen de brotes,
evaluar la transmisiéon aérea 3, determinar
infeccién o reinfeccién y evaluar programas de
saneamiento de granjas porcinas’. Contar con
técnicas muy sensibles permitiria realizar estos
estudios a partir de muestras poco invasivas,
sin complicadas maniobras semioldgicas y
sin necesidad de sacrificar animales en las
granjas, hecho que estd siendo regulado por
la Comunidad Econémica Europea en lo que
respecta a bienestar animal.

Los loci P97, P146, H4 y H5 son altamente
polimérficos * y son adecuados para la tipificacién
por MLVA de M. hyopneumoniae a partir
de muestras clinicas '*. Incluso un reciente
estudio demostré un alto poder discriminatorio
analizando sélo los loci P97 y P146 “. Sin
embargo, la incorporacién de otros dos loci
como H4 y H5 convierte a esta herramienta
de tipificacién en mds robusta. En un trabajo
previo, desarrollamos una reaccién de PCR
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anidada para el locus P146, que fue udil para
la tipificacién genética de M. hyopneumoniae

8 y también para la

en piaras de nuestro pais
tipificacién y posterior comparacién de los
perfiles genéticos de cepas vacunales y muestras
de LBA de cerdos de distintas piaras °.

Las reacciones anidadas, adaptadas y/o
desarrolladas en el presente trabajo para los loci
P97, H4 y H5 fueron mds sensibles que las PCR
estindar para los mismos loci desarrolladas por
de Castro ez al.”. Esto aumenta las posibilidades
de tipificar al agente a partir de muestras con
escasa cantidad de ADN de M. hyopneumoniae,
incluso en infecciones subclinicas, pudiéndose
analizar muestras clinicas poco invasivas como
hisopados nasales.

CONCLUSION

Dado el alto grado de polimorfismo de los
loci P97, P146, H4 y H5 y la mayor sensibilidad
de las reacciones adaptadas y desarrolladas en
el presente estudio, ademds de la previamente
informada para P146, consideramos que la
tipificacién de M. hyopneumoniae utilizando
reacciones anidadas de estos cuatro loci es
la técnica recomendada cuando se analizan
muestras clinicas, incluso cuando éstas posean
una baja carga del agente.
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