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Aprimoramento da PCR para Mycoplasma gallisepticum pelo
encurtamento do“amplicon” e ajustes no processamento da amostra

Improvement of Mycoplasma gallisepticum PCR by amplicon
shortening and adjustments in sample processing
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RESUMO

A micoplasmose pdvlycoplasma gallisepticuMG) causa enormes prejuizos aos avicultores e, apesar disto, ainda
carece de aprimoramento diagnéstico. O diagndstico molecular, principalmente PCR, tem sido aprimorado pela facilidade em
detectar o agente de forma direta e ser um método rapido e eficaz. Neste estudo, desenvolveu-se uma PCR para MG com “am
plicon” de 481 pares de base (pb), denominado MG-PCR/481, no qual se utilizou um método simples de processamento das
amostras, constituidas de cultivos de diferentes cepas de MG e suabes de traquéia de galinhas poedeiras de um plantel positiv
para MG. Esse processamento, que ndo incluiu a etapa de purificacdo de DNA, consistiu de tratamento das amostras com um:
mistura de dois detergentes nao idnicos, digestdo com protease e calor. A eficacia do MG-PCR/481, cujos “primers” foram
oriundos da por¢éo interna de um fragmento de 732 pb de DNA de MG que havia sido usado previamente para a elaboracéo dc
MG-PCR/732, com processamento envolvendo as etapas de extracéo e purificagdo. MG-PCR/732 com esse método de pro-
cessamento foi capaz de detectar consistentemente um nimero de células de MG equivalerte mbahsis@entemente, um
positivo em cinco tentativas, em se tratando de quantias inferiores. Por outro lado, MG-PCR/481 foi um logaritimo mais sensivel
gue o anterior, sob as mesmas condi¢cdes. Com suabe de traquéia, em estudo piloto, 0 MG-PCR/481 com este método de prc
cessamento também funcionou, pelo resultado de 70/% (7/10) obtido para as aves testadas. O MG-PCR/481 foi mais sensivel qu
0 outro com “amplicon” de 732 pares de base (MG-PCR/732), mantendo a mesma especificidade. De acordo com esses resultados
0 MG-PCR/481 ¢é apresentado como mais uma opgao ao diagndstico molecular da infecgao por MG.

Descritores galinha, micoplasmos#&jycoplasma gallisepticundiagnéstico, PCRamplicon

ABSTRACT

It was developed Blycoplasma gallisepticufMG) PCR with amplicon of 481 base pairs (bp), referred to as MG-
PCR/481, in which it was used a simple processing method for the PCR sampling material. These specimens were represented by
MG broth cultures of different strains, and tracheal swabs from layer chickens positive to MG. This processing procedure, which
did not include the DNA purification step, consisted of treatment of the specimens with a non-ionic mixture of two detergents,
protease digestion and heat. The efficacy of MG-PCR/481, with primers coming from the internal portion of a MG 732 bp DNA
fragment was used. This DNA was used, previously, for the development of MG-PCR/732 with sample processing method that
included the steps of DNA extraction and purification. MG-PCR/732 with this new processing method was capable of detecting,
consistently, MG cell numbers equivalent to 5.4 % &@t, inconsistently, one out of five trials, in case of smaller cell amounts.

On the other hand, MG-PCR/481 was a log more sensitive than the latter, under the same conditions. In a pilot trialnwith chicke
tracheal swabs, MG-PCR/481 with the processing method presented hereon also worked by yielding 70% positivity (7/10) in
tested hirds. MG-PCR/481 was more sensitive than the other one that yielded a 732 bp amplicon (MG-PCR/732), keeping the
same specificity. As to these results, MG-PCR/481 represents one more option to the molecular diagnosis of MG infection.
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INTRODUGAO das[12], sendo as aliquotas de cada diluicdo utilizadas
A micoplasmose pdvlycoplasma gallisepticum para processamento imediato.

(MG), que causa enormes prejuizos aos avicultores, Foram obtidos suabes de traquéia [3] de 10 ga-
ainda carece de aprimoramento diagndstico, o que fathas de postura, aparentemente sadias, mas oriun-
sulta na demanda por isolamef#o A PCR tem sido das de uniote positivo para MG por sorologia e isola-
preferida para aperfeicoamenita) por detectar o agen- mento [15] e com 70 semanas de idade, de um cria-
te de forma direta, com rapidez e eficgcja11} Em  torio nas proximidades. Os suabes foram postos em
estudo pioneiro, uma PCR (“polymerase chain readubos de ensaio com 0,5 mL de meio de Frey contendo
tion”) para MG com “amplicon” de 732 pares de bassoro suino, NAD e vermelho de fenol. Os suabes foram
(pb) e referida aqui como MG-PCR/732, empregolavados e descartados, e esses volumes de 0,5 mL
DNA extraido e purificado de células de NiG). O repassados para novos tubos com 5,0 mL de meio e
processamento simplificado de material para PCR temultivados conforme descrito. Um volume de 1Q0
se utilizado de filtragdo e/ou purificacdo de espécimete cada cultivo foi usado no MG-PCR/481.
para g obteng?io de DNA, onde o dilueptg emprega(g.;;ocessamento de espécimes para PCR
tem sido tampégi,2,4,6,13] Com o acondicionamento

de espécimes em meio de cultura especifico, tende-s Apos modificacdes de metodos de processa-
P i . P . ' Mento previamente descrit2x4,6,14]e alguns ensaios
a favorecer também o isolamento de micoplasmas,

_ ) Bm MG-PCR/732, decidiu-se utilizar o seguinte proce-
gue pode ser obtido com o uso do meio de Frey,

. : 0 de VAri scies de mi qlltjj?mento: 10-154L de espécime (cultivo ou lavado de
supor a_,o.cregmmgn 0 € varias especies de micop as%'abes) diluido em igual quantidade de uma mistu-
mas aviarios, incluindo MG M. synoviagMS) [5,8,9].

D ¢ A tardios da. inf ra de detergente ndo idnicos (Nonidet Pel0ween-
~ urante e,s aglos precoces ou fardios da in e.%ol) a 0,45% cada, adicionada de uma solugdo de pro-
¢ao por MG, o nimero de micoplasmas pode ser mw{o

. teinase K (10mg/mL) em volume equivalente a 10%
pequeno, resultando em testes PCR falsos-negativ ( g/mL) R °

L. ~ V& mistura de detergente, seguida de calor (56°C /1
se um processamento classico de extragao e punfl%a

cdo de DNA dos espécimgss], onde pode haver ora e 100°C /10 minutos).
perdas de DNA, for utilizado. Isto também pode seMG-PCR
atenuado se uma PCR mais sensivel for empregada. O MG-PCR/732, produz “amplicon” de 732
Para tanto, objetivou-se a elaboracédo de unfab, cuja comprovagéo foi feita por uma sonda de 481
PCR com “amplicon” mais curto, visando aumentar @b, gerada pelos “primers” 5’- CGT GGA TAT CTT
sensibilidade na deteccao de MG, aliado a um métdAG TTC"CAG CTG C — 3’ e 5’- GTA GCA AGT
do de processamento de espécimes para PCR, ondBAa AAT TTC CAG GCA T — 3'em PCR, que foram
perda de DNA pela purificacao fosse evitada e sewbtidos da porgdo interna de um fragmento de 732 pb
gue houvesse prejuizo para o isolamento do MG qui]. Esse par de “primers” foi utilizado no MG-PCR/
outro micoplasma aviario presentes. 481, cuja especificidade foi testada em 1@0de culti-
vo (aproximadamente 1@¢élulas) de 16 espécies hete-
rologas de micoplasma, enquanto sua sensibilidade foi
Micoplasmas usados na padronizagdo da PCR testada em 1QL da diluicdo 16 (aproximadamente
Um total de 17 cepas de MG e 16 outras espd(’ células) de cada uma das 17 cepas de MG. Adicio-
cies de micoplasmdgss] foram usadas. Dessas cepamalmente, o MG-PCR/481 foi validado usando-se 10-
de MG, 12 haviam sido descritas antesl] enquanto 15 pL do lavado de suabes traqueal de 10 galinhas poe-
cinco, sao isolados de campo, identificados como tipdeiras, aparentemente sadias, de um lote com diagnés-
MG-F: MG/F-vacina D, MG/F-vacina I"e MG/F-Sa45 tico positivo para MG.
e tipo MG S6: MG-M35 e MG-M876. Um volume de 1QL de cada diluicdo deci-
Os micoplasmas utilizados foram cultivadosmal da cepa de MG-S6 foi usado no MG-PCR/732 e
em meio apropriado (Frey completo ou modificado)MG-PCR/481 para se determinar 0 nimero minimo de
sendo os cultivos em caldo, obtidos apés 24-48 horaslulas capaz de produzir resultado positivo, em cinco
em estufa a temperatura de 379@2]. Somente a cepa repeticdes. Adicionalmente, outros |10 em quatro re-
MG-S6 foi quantificada em unidade formadora deeticdes de cada uma das diluicbes de MG-S6 foram
colénia (UFC), através de 10 diluicbes decimais serianisturados com 10QL de cultivo (aproximadamente

MATERIAIS E METODOS
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1 células) deVl. synoviaee M. gallinaceume subme- 5,4 x 10 (Figura 2). Com o presente método de pro-
tidos ao MG-PCR/732 e MG-PCR/481. Nos casos ond®ssamento de espécimes para a realizacdo da PCR,
100 ou 11QuL de espécimes foram usados, os mesbservou-se, em relacdo ao MG-PCR/481, reacdes po-
mos foram centrifugados em microtubos de 1,5 mkitivas para todas as cepas de MG testadas (Figura 3),
por 15 minutos em centrifuga refrigeradal8403 xg, e reacdes negativas para todas nao-MG (Figura 4).
sendo o liquido sobrenadante removido em quanti- Das 10 galinhas provenientes de um plantel
dade suficiente para deixar 10{ib para processa- positivo para MG, por sorologia e isolamento, sete
mento e PCR. foram positivas para MG no MG-PCR/481, usando-
Os microtubos de 0,5 mL com a quantidadese como espécime o lavado de suabe de traquéia em
ideal de cada um tipo de espécime, receberam os reaeio liquido de Frey. A mistura de diluicbes do MG-
gentes para o PCR em volumes e concentragdes, c&% com cultivos de espécies de micoplasma hetero-
forme mencionad@1] e foram colocados em termo- logas ndo interferiu nos resultados do MG-PCR/732
cicladof. O teste foi realizado como descrito original-ou MG-PCR/481.
mente[11], mas com o numero de ciclos aumentado

de 35 para 40. Os produtos ampliados do MG-PCR/ DISCUSSAG
481 em volumes de 3@ foram visualizados em gel O processamento dos espécimes pelo empre-
de agarose corado com brometo de etidio. go de detergentes, protease e calor destina-se a rom-

per as células de MG e expor suas moléculas de DNA,
sendo o aquecimento a 56°C por 1:00 hora ideal para a
Em relagéo ao estudo de sensibilidade compagédo da proteinase K, enguanto a temperatura de 100°C
rativa com 0 MG cepa-S6 para “amplicons” de tamapor 10 minutos destinou-se a inativacdo daeaise e
nho maior (732) e menor (481), o nUmero minimo deutras substancias incompativeis com a Taq DNA po-
células detectado (reacéo positiva) pelo MG-PCR/73Bmerasele].
sob forma consistente, foi de 5,4 ¥ (gura 1), sen- A auséncia da etapa de purificagdo de DNA,
do a positividade inconsistente diante de quantidadessse método de processamento, ndo afetou a sensibi-
inferiores de células de MG (um positivo em cincdidade do MG-PCR/732, a julgar pela elevada sensibi-
tentativas), diferente do MG-PCR/481 cuja quantidadiédade, detecgdo consistente de 5,4 X culas. A
minima de células detectada consistentemente foi éécacia desse método de processamente pdde ser ava-

RESULTADOS

S ABCDEF FGHI JKL LKJI HGFEDCBAS

S ik

Figura 1. Gel de agarose das amplificacdes (“amplicons”) poFigura 2. Gel de agarose das amplificacdes (“amplicons”) por
PCR de cultivo de MG-S6 em volume dgul0de cada dilui- PCR de cultivo de MG-S6 em volume dg.l0de cada dilui-

¢ao decimal decrescente, iniciando com 5,£Xddos de L ¢ao decimal decrescente, iniciando com 5,4 Xddos de L

aA). Poco S, representa o peso molecular padrao, fago Lamlad®). Poco S, representa o peso molecular padréo, fago LAmbda
cortado com Hind Ill. A seta indica o peso molecular correszortado com Hind lll. A seta indica o peso molecular correspon-
pondente a amplificagdo do MG-PCR com 732 pb. dente a amplificacdo do MG-PCR com 481 pb.
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ABCDEFGHIJKLMNOPGQS fragmentos de DNA homdlogos, conforme resultados
deste estudo, que empregou “primers” oriundos da por-
cdo interna da seqiiéncia de DNA que gerou 0 MG-
PCR/732[11].

A especificidade do MG-PCR/481 ao ser com-
provada pela auséncia de amplificacdo, em se tratando
de micoplasmas heterélogos, € encorajadora, pois mi-
coplasmas nao patogénicos, bem como outros estreita-
mente relacionados ao MG, comd/o synoviag estao
Nl B - SEBE— - freqlientemente presentes em espécimes clifigjos

. . N&o houve necessidade de comprovacdo dos
Figura 3. Gel de agarose das amplificacbes do MG-PCR/481 i " g de MG . d
em 10uL (aproximadamente 1@élulas) de cada uma das 17 @MPICONS’, das amostras de e especimes de tra-
cepas de MG. Pogos A = F-K810; B = F2F10; C = F-Connecticugueia de galinhas, gerados pelo MG-PCR/481 e so-
D=F-AA E=F(g99); F =Vacina D; G = F-vacina |; H = Sa45;mente visualizados em gel de eletroforese, em virtude
| = S6 (208); J = PG31; K =A5969; L=R;M=Fg38;N=F- , . . R
Wichmann; O =V503; P = M35 e Q = M876. Poco S, represenfi®S “Primers” aqui utilizados e seus produtos de am-
0 peso molecular padr&o, do Fago Lambda cortado com Hipdificacéo ja terem sido submetidos a hibridagéo com

lll. A seta indica o peso molecular da amplificagéo correspoRpnda de DNA especifico em “Southern blot”, anterior-
dente a 481 pb.
mente[11].

ABCDEFGHIJKLMNOPRQS As manchas, em faixas, observadas nos géis de
reacao da PCR, visualizadas em gel de agarose por
eletroforese e corado com brometo de etidio, sdo fa-
cilmente diferenciadas das bandas de DNA amplia-
das especificamente, podendo ter sido causadas por
impurezas, devido a falta da etapa de purificagdo du-
rante o processamenta].

CONCLUSOES

> Em virtude da eficacia do MG-PCR/481, ob-

Figura 4. Gel de agarose das amplificacdes do MG-PCR/483€VOU-SE, uma relacdo entre reducdo do tamanho do

em 10QuL (aproximadamente $0¢élulas) de cada uma das 16“amplicon” e o subseqiente aumento da sensibilidade

eSICJEB((iIJeLs(nao-l\/.IG %COD'?S?OQT?QO)SE allvl %)-gg%g(%)PBCR da PCR, o que pode aumentar a chance diagndstica
em aproximadamente 16élulas) de MG- B= . N

M. synoviaepa WVU1853; C #. pullorumCKK; D =M. da infeccdo por MG em aves.

gallinaceunDD; E =M. glycophilun#86; F =M. gallopavonis Conforme o método de processamento expos-

WR1; G =M. gallinarumPG16; H =M .inersPG30; 1 =M. o, ficou comprovado que a etapa de purificagdo, que

cloacale383; J =M. anserisl219; K =M. meleagridisl 7529; . L
L =M. iowae695: MM lipofaciensR171: N <M. anatial3 POde incorrer em perda de DNA, pode ser suprimida

40; O =M. columboraleMMP4; P =M. columbinunMMP1e Sem afetar a eficacia da PCR para o diagnostico da in-

Q =M. columbinasal&94. A seta indica o0 peso molecular cor-feccdio porMlycoplasma gallisepticuniMG).
respondente a amplificacdo de 481 pb.
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