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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

Elmiro Rosendo do Nascimento?!, Maria da Graca Fichel do Nascimento?, Mauricio
Pinheiro de Vasconcelos®, Maria LUcia Barreto*, Juliana Ferreira de Almeida?,
Carlos Augusto de Martino Campos® & Virginia Léo de Almeida Pereira*

RESUMO

A micoplasmose pdvlycoplasma gallisepticufMG) causa enormes prejuizos aos avicultores e, apesar disto, a
carece de aprimoramento diagnostico. O diagnostico molecular, principalmente PCR, tem sido aprimorado pela facilic
detectar o agente de forma direta e ser um método rapido e eficaz. Neste estudo, desenvolveu-se uma PCR para MG
plicon” de 481 pares de base (pb), denominado MG-PCR/481, no qual se utilizou um método simples de processan
amostras, constituidas de cultivos de diferentes cepas de MG e suabes de traquéia de galinhas poedeiras de um plan
para MG. Esse processamento, que ndo incluiu a etapa de purificacdo de DNA, consistiu de tratamento das amostras
mistura de dois detergentes ndo idnicos, digestdo com protease e calor. A eficacia do MG-PCR/481, cujos “primers
oriundos da porcéo interna de um fragmento de 732 pb de DNA de MG que havia sido usado previamente para a elab
MG-PCR/732, com processamento envolvendo as etapas de extracdo e purificacdo. MG-PCR/732 com esse métod
cessamento foi capaz de detectar consistentemente um nimero de células de MG equivalerte aehsis@entemente, um
positivo em cinco tentativas, em se tratando de quantias inferiores. Por outro lado, MG-PCR/481 foi um logaritimo mais
gue o anterior, sob as mesmas condi¢des. Com suabe de traquéia, em estudo piloto, 0 MG-PCR/481 com este méto
cessamento também funcionou, pelo resultado de 70/% (7/10) obtido para as aves testadas. O MG-PCR/481 foi mais se
0 outro com “amplicon” de 732 pares de base (MG-PCR/732), mantendo a mesma especificidade. De acordo com esses 1
0 MG-PCR/481 é apresentado como mais uma opgao ao diagnostico molecular da infecgéo por MG.

Descritores galinha, micoplasmos&lycoplasma gallisepticundiagnostico, PCRamplicon

ABSTRACT

It was developed Klycoplasma gallisepticufMG) PCR with amplicon of 481 base pairs (bp), referred to as M(
PCR/481, in which it was used a simple processing method for the PCR sampling material. These specimens were repre
MG broth cultures of different strains, and tracheal swabs from layer chickens positive to MG. This processing procedure
did not include the DNA purification step, consisted of treatment of the specimens with a non-ionic mixture of two detel
protease digestion and heat. The efficacy of MG-PCR/481, with primers coming from the internal portion of a MG 732 by
fragment was used. This DNA was used, previously, for the development of MG-PCR/732 with sample processing mett
included the steps of DNA extraction and purification. MG-PCR/732 with this new processing method was capable of de
consistently, MG cell numbers equivalent to 5.4 % t0t, inconsistently, one out of five trials, in case of smaller cell amoun
On the other hand, MG-PCR/481 was a log more sensitive than the latter, under the same conditions. In a pilot trialnwith
tracheal swabs, MG-PCR/481 with the processing method presented hereon also worked by yielding 70% positivity (
tested birds. MG-PCR/481 was more sensitive than the other one that yielded a 732 bp amplicon (MG-PCR/732), kee
same specificity. As to these results, MG-PCR/481 represents one more option to the molecular diagnosis of MG infecti
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INTRODUGAO das[12], sendo as aliquotas de cada diluicdo utilizade
A micoplasmose pdvlycoplasma gallisepticum para processamento imediato.

(MG), que causa enormes prejuizos aos avicultores, Foram obtidos suabes de traquéia [3] de 10 g
ainda carece de aprimoramento diagnostico, o que tezhas de postura, aparentemente sadias, mas orit
sulta na demanda por isolame[@io 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 cri
te de forma direta, com rapidez e eficdcja11, Em  tério nas proximidades. Os suabes foram postos €
estudo pioneiro, uma PCR (“polymerase chain readtbos de ensaio com 0,5 mL de meio de Frey conten
tion”) para MG com “amplicon” de 732 pares de bassoro suino, NAD e vermelho de fenol. Os suabes fora
(pb) e referida aqui como MG-PCR/732, empregolavados e descartados, e esses volumes de 0,5 |
DNA extraido e purificado de células de Ni@]. O  repassados para novos tubos com 5,0 mL de meic
processamento simplificado de material para PCR ternultivados conforme descrito. Um volume de 100
se utilizado de filtracdo e/ou purificacdo de espécimete cada cultivo foi usado no MG-PCR/481.

para a obtencdo de DNA, onde o diluente empregaggocessamemo de espécimes para PCR

tem sido tamp&gi,2,4,6,13] Com o acondicionamento Ap6s modificaces de métodos de process:

Mento previamente descritf24,6,14] e alguns ensaios

a favorecer tambgm 0 isolamento de m|coplasmas,0%m MG-PCR/732, decidiu-se utilizar o seguinte proce
gue pode ser obtido com o uso do meio de Frey, qu

. L. . . dfimento: 10-151L de espécime (cultivo ou lavado de
suporta o crescimento de varias espécies de micopl

mas aviarios, incluindo MG M. synoviagMS) [5.6.9) 6%?Jabes) diluido em igual quantidade de uma mistt

L ! .___ra de detergente ndo idnicos (Nonidet Peldween-
~ Dl\ljgnte e,stagloz pret_:ocels ou tard|gs da Imce(fol) a 0,45% cada, adicionada de uma solugdo de pi
640 por » 0 NUMETO de micopiasmas pode Ser m_u'{(e)inase K (10mg/mL) em volume equivalente a 10%
pequeno, resultando em testes PCR falsos-negativ

L ~ V& mistura de detergente, seguida de calor (56°C
se um processamento classico de extragéo e punfni]a

cdo de DNA dos espécimess], 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 elaboracéo de unfb, cuja comprovacgéo foi feita por uma sonda de 4¢
PCR com “amplicon” mais curto, visando aumentar ab, 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, ondBA& AAT TTC CAG GCA T — 3'em PCR, que foram
perda de DNA pela purificacéo fosse evitada e sewbtidos da por¢éo interna de um fragmento de 732 |
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 100de culti-
Vo (aproximadamente 1@é€lulas) de 16 espécies hete-
rélogas de micoplasma, enquanto sua sensibilidade
Micoplasmas usados na padronizacgéo da PCR testada em 1QL da diluicdo 16 (aproximadamente
Um total de 17 cepas de MG e 16 outras espé células) de cada uma das 17 cepas de MG. Adici
cies de micoplasmdss] foram usadas. Dessas cepasialmente, 0 MG-PCR/481 foi validado usando-se 1(
de MG, 12 haviam sido descritas antes] enquanto 15 pL do lavado de suabes traqueal de 10 galinhas pc
cinco, séo isolados de campo, identificados como tipdeiras, aparentemente sadias, de um lote com diagn
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 diluicao deci-
Os micoplasmas utilizados foram cultivadosmal da cepa de MG-S6 foi usado no MG-PCR/732
em meio apropriado (Frey completo ou modificado)MG-PCR/481 para se determinar o nimero minimo ¢
sendo os cultivos em caldo, obtidos apés 24-48 horaélulas capaz de produzir resultado positivo, em cinc
em estufa a temperatura de 3T¢@2]. Somente a cepa repeticdes. Adicionalmente, outros 10 em quatro re-
MG-S6 foi quantificada em unidade formadora deeticGes de cada uma das diluicbes de MG-S6 fora
colnia (LIEC) atravée de 10 dilinicoee decimaice carimmictiiradose com 1001 de criltivo (anroximadamente

MATERIAIS E METODOS
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1 células) devl. synoviaee M. gallinaceune subme- 5,4 x 10 (Figura 2). Com o presente método de pro
tidos ao MG-PCR/732 e MG-PCR/481. Nos casos ondeessamento de espécimes para a realizagédo da P
100 ou 11QuL de espécimes foram usados, 0os mesbservou-se, em relacdo ao MG-PCR/481, reacles |
mos foram centrifugados em microtubos de 1,5 mkitivas para todas as cepas de MG testadas (Figura
por 15 minutos em centrifuga refrigeradal8403 xg, e reacdes negativas para todas ndo-MG (Figura 4)
sendo o liquido sobrenadante removido em quanti- Das 10 galinhas provenientes de um plante
dade suficiente para deixar 10-ib para processa- positivo para MG, por sorologia e isolamento, set
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
ideal de cada um tipo de espécime, receberam os reaeio liqlido de Frey. A mistura de diluicdes do MG-
gentes para o PCR em volumes e concentracdes, c&® com cultivos de espécies de micoplasma heter
forme mencionad@i1] e foram colocados em termo- logas néo interferiu nos resultados do MG-PCR/73
cicladof. O teste foi realizado como descrito original-ou MG-PCR/481.
mente[11], mas com o nimero de ciclos aumentado

de 35 para 40. Os produtos ampliados do MG-PCR/ pIscUssAo
481 em volumes de 0L foram visualizados em gel O processamento dos espécimes pelo empr
de agarose corado com brometo de etidio. go de detergentes, protease e calor destina-se a rc

per as células de MG e expor suas moléculas de DN
sendo o aquecimento a 56°C por 1:00 hora ideal pare
Em relacdo ao estudo de sensibilidade compacéo da proteinase K, enquanto a temperatura de 10(
rativa com o MG cepa-S6 para “amplicons” de tamapor 10 minutos destinou-se a inativagao daease e
nho maior (732) e menor (481), o nUmero minimo deutras substancias incompativeis com a Taq DNA p«
células detectado (reagdo positiva) pelo MG-PCR/738merases].
sob forma consistente, foi de 5,4 ¥ (fgura 1), sen- A auséncia da etapa de purificagcdo de DNA
do a positividade inconsistente diante de quantidadessse método de processamento, ndo afetou a sens
inferiores de células de MG (um positivo em cincdidade do MG-PCR/732, a julgar pela elevada sensib
tentativas), diferente do MG-PCR/481 cuja quantidadédade, deteccao consistente de 5,4 ¥ cHulas. A
minima de células detectada consistentemente foi éécécia desse método de processamente pdde ser ¢

RESULTADOS

S ABCDEF FGHI JKL LKJI HGFEDCUBAS

Figura 1. Gel de agarose das amplificacdes (“amplicons”) poFigura 2. Gel de agarose das amplificacfes (“amplicons”) po
PCR de cultivo de MG-S6 em volume dgu0de cada dilui- PCR de cultivo de MG-S6 em volume deud0de cada dilui-
¢ao decimal decrescente, iniciando com 5,£Xd@os de L ¢do decimal decrescente, iniciando com 5,4 Xddos de L
aA). Poco S, representa o peso molecular padréo, fago LAmlad®). Pogo S, representa o peso molecular padréo, fago Lamt
cortado com Hind Ill. A seta indica o peso molecular correszortado com Hind Ill. A seta indica 0 peso molecular correspor
pondente a amplificacido do MG-PCR com 732 ph. dente a amplificacdo do MG-PCR com 481 pb.
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ABCDEFGHIJKLMNOPQ S fragmentos de DNA homélogos, conforme resultado
deste estudo, que empregou “primers” oriundos da pc
¢do interna da sequiéncia de DNA que gerou o MC
PCR/732[11].

A especificidade do MG-PCR/481 ao ser com:
provada pela auséncia de amplificacéo, em se tratar
de micoplasmas heterélogos, é encorajadora, pois n
coplasmas ndo patogénicos, bem como outros estrel
mente relacionados ao MG, comd/o synoviag estéo
freqlientemente presentes em espécimes clifigos

. e N&o houve necessidade de comprovagéao d
Figura 3. Gel de agarose das amplificacdes do MG-PCR/481 i " g de MG Y d
em 10uL (aproximadamente 1@élulas) de cada uma das 17 @MPICONS’, Aas amostras de € especimes de tr
cepas de MG. Pogos A = F-K810; B = F2F10; C = F-Connecticuguéia de galinhas, gerados pelo MG-PCR/481 e s

D=F-AA E=F(g99); F=VacinaD; G =F-vacinal, H= SadS\mente visualizados em gel de eletroforese, em virtu
1 =S6 (208); J = PG31; K=A5969; L =R; M = Fg38; N = F- . N i utilizad d d

Wichmann; O =V503; P = M35 e Q = M876.Poco S, represen%?? primers” aqui utilizados e seus produtos de an
0 peso molecular padr&o, do Fago Lambda cortado com Hiptificac&o ja terem sido submetidos & hibridag&o cor

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

ABCDEFGHIJKLMNOPOQS As manchas, em faixas, observadas nos géis
reacdo da PCR, visualizadas em gel de agarose |
eletroforese e corado com brometo de etidio, séo f
cilmente diferenciadas das bandas de DNA ampliz
das especificamente, podendo ter sido causadas |
impurezas, devido a falta da etapa de purificacdo d
rante o processamentmi].

> ----l---.H. - -

CONCLUSOES

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

Figura 4. Gel de agarose das amplificacdes do MG-PCR/48§erVO.u'Se' uma rela(;a? entre reducéo do tam_a.n.ho
em 10QuL (aproximadamente $6élulas) de cada uma das 16“amplicon” e o subsequente aumento da sensibilida

espfgﬁ‘_s(nﬁo-MG fﬂ:ycop'?S?OE(JTOIGO)SE all\/l (?G)-ggf(}g(fg)PgR da PCR, o que pode aumentar a chance diagnost
em aproximadamente 10elulas) ae - .b= da infeccdo por MG em aves
M. synoviaeepa WVU1853; C M. pullorumCKK; D = M. ¢ao p g :
gallinaceunDD; E =M. glycophilum#86; F =M. gallopavonis Conforme o método de processamento expo:

V:/Rl; |Cé3 Z“?T-Jggwnafum '_331?21165 iﬂ'\\ﬁ -ineTSPG%Q;lgggﬂé to, ficou comprovado que a etapa de purificacéo, q
cloacale383; J =M. anseri ; K =M. meleagridi ; . S
L =M. iowae695; M =M. lipofaciendR171; N =M. anatis13 pode incorrer em perda de DNA, pode ser suprimid

40; O =M. columboraleMMP4:; P =M. columbinunMMP1e  sem afetar a eficacia da PCR para o diagndstico da

Q =M. columbinasal€94. A seta indica o peso molecular cor-fecgéio porMycoplasma gallisepticuriViG).
respondente a amplificacdo de 481 ph.

Agradecimentos.Ao CNPq e a FAPERJ, pelos recursos con:
liada também pela sensibilidade do MG-PCR/481 defdidos.
5.4 x 10 células de MG. A reag&o positiva do MG- NOTAS INFORMATIVAS
PCR/481 em menor quantidade q.e-células gue o] M(IES a Chemical Co.. P.O. Box 4508. MO. USA
PCR/732, sem afetar a SU?. eSpeCIf!Cldade, aha,_se a Iq%%ntrifuga Refrigeraaa,.m.arca ALC, r’node’lo PKi21R, con
de que a PCR com “amplicon” mais curto esta relaciorstor angular para microtubos, Itélia.

nada com maior sensibilidade, mas em se tratando dermociclador MJR-100 Life Science, S&o Paulo, SP.
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