Avaliacao de sensibilidade de trés sistemas para a
deteccao de Mycoplasma gallisepticum pela
Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
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RESUMO

Foram analisados neste trabalho trés sistemas para deteccdo molecular de Mycoplasma gallisepticum
(MG) pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Dois sistemas sdo baseados em amplificacées tinicas
(genes de proteinas de superficie GapA e mgc2) e um sistema no formato nested-PCR (gene GapA). A
sensibilidade analitica foi avaliada pela deteccdo de diluicoes seriadas de cepa vacinal e pela andlise de 44
amostras clinicas provenientes de swabs de galinhas e perus. A nested-PCR apresentou maior sensibilidade
aos sistemas de amplificacdo vinica tanto na diluicdo de vacina quanto nas amostras clinicas.
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ABSTRACT

Three Mycoplasma gallisepticum (MG) polymerase chain reactions (PCRs) that target surface protein
genes gapA and mgc2, and a nested PCR (GapA) were compared in this work. Analytical sensitivity was
evaluated by detection of dilutions of vaccine strain and analysis of 44 clinical samples (swabs from turkeys
and chickens). The nested-PCR showed to be more sensitive than single amplification PCRs in the vaccine

dilution and clinical samples evaluations.
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INTRODUGCAO

O Mycoplasma gallisepticum (MG) é um im-
portante patégeno de galinhas e perus, sendo
responsavel por grandes perdas econdmicas na
avicultura industrial. A infec¢do por MG apre-
senta uma grande variedade de manifestacoes
como Doenca Respiratéria Cronica (DRC) e
aerossaculite. As aves infectadas apresentam
baixa conversdo alimentar, queda na producio

de ovos e altas taxas de mortalidade
(BOGUSLAVSKY et al., 2000).

O controle da doenca em lotes comerciais é
baseado na erradicacio e manutengio do status
livre deste patégeno por meio de medidas de
biosseguranga. O monitoramento dos lotes é re-
alizado utilizando-se testes sorolégicos como a
soroaglutinacdo rdpida (SAR), inibicdo da
hemoaglutinagio (HI) e testes de ELISA. O
teste confirmatdrio preconizado é o isolamento
bacteriano, sendo um procedimento dispendioso,
demorado e tecnicamente de dificil execucio

(RAZIN, YOGEV & NAOT, 1998).

Com os progressos na biologia molecular, di-
versos genes de protefnas de superficie tém sido
descritos e testes moleculares baseados nestes
alvos foram apresentados como testes

confirmatérios (KLEVEN et al., 2004). Entre-
tanto, ha pouca informagio disponivel compa-
rando a sensibilidade dos mesmos em amostras
clinicas (GARCIA et al., 2005), sendo que a
sensibilidade destes testes é um fator importan-
te para a sua escolha e utilizagdo no controle do
MG nos lotes de aves.

Este estudo foi realizado com o objetivo de
comparar a sensibilidade de trés procedimen-
tos para detec¢io molecular de MG, os quais
amplificam regides de genes codificadores de
proteinas de superficie deste patégeno (genes

mgc2 e GapA).

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram utilizadas as seguintes amostras na
analise de sensibilidade dos sistemas de amplifi-
cagdo: cepa vacinal ts-11 (utilizada para a pre-
paracdo de dilui¢oes seriadas de base 5, em
dgua) e 44 swabs provenientes de galinhas e
perus de diferentes lotes comerciais (previamen-
te diagnosticadas como MG positivas).
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Extracao de acidos nucléicos

A purificacdo de acidos nucléicos foi reali-
zada através da técnica de extragio em silica
(adaptada do método descrito por Boom et al.,
1990). Cada swab foi transferido para um tubo
eppendorf de 1,5mL contendo ImL de mix de
lise, e incubado a 60°C por 10 minutos. Apds a
incubaco, 500mL deste mix de lise foi transfe-
rido para outro tubo. Para a extracdo das vaci-
nas, 100mL de amostra foi transferida para um
tubo contendo 400mL de mix de lise e submeti-
da A incubag@o. 20mL de suspensdo de silica
foram adicionados aos tubos, com posterior in-
cubacio a temperatura ambiente por 10 minu-
tos (agitando por inversio a cada 2 minutos).
Ap6s a incubagio os tubos foram lavados 2 ve-
zes com solucéo de lavagem, 2 vezes com etanol
75% e uma vez com etanol absoluto (150uL de
cada um). Os tubos secaram em termobloco a
60°C por 10 minutos e as amostras foram separa-
das da silica com 50mL de solugio eluidora.

Amplificacao

A seqiiéncia e o tamanho do produto de
amplificagdo dos primers utilizados nos diferen-
tes métodos para deteccio de DNA de MG ava-
liados, estio demonstrados na tabela 1. Os sis-
temas de amplificagdo Gnica consistem em um
par de primers baseados nos genes mgc2 (siste-
ma 1) e Gap A (sistema 2), e sdo utilizados em
amplificagdes nas seguintes condi¢des: 94°C por
3 min seguidos de 50 ciclos de 94°C por 20s;
60°C por 40s; 72°C por 60s; e extensio final de
72°C por 5 min. O sistema de amplificagio no
formato nested-PCR (sistema 3) utiliza dois pa-
res de primers baseados no gene GapA: os ex-
ternos sdo utilizados em uma reacdo de amplifi-

cagio de 20 ciclos, e os internos em uma reagio
de amplificagdo de 35 ciclos. As condi¢des da
primeira e segunda amplificacio sdo as mesmas
utilizadas no sistema de amplificacio tdnica.
Todos estes procedimentos da PCR utilizaram
eletroforese em gel de poliacrilamida para
detec¢io de seus produtos de amplificagio.

Avaliacao da sensibilidade

A sensibilidade analitica dos trés sistemas de
amplificacdo foi determinada a partir do DNA
genOmico extraido de uma dilui¢do seriada de
base 5 da cepa vacinal ts-11 (preparada em 4gua)
até o ponto 1/3.125.000. Foram utilizados os pon-
tos a partir da diluicdo 1/1.000, em avaliacoes
paralelas nos trés sistemas de amplificagdo. O
limite de detec¢ao da PCR foi considerado a
diluicio mais elevada da vacina na qual um pro-
duto detectavel de PCR foi observado.

Por outro lado, a sensibilidade diagnéstica
dos sistemas foi determinada a partir da compa-
ragio entre os resultados da andlise paralela de
44 amostras clinicas provenientes de swabs de
traquéia de galinhas e perus.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

O resultado da sensibilidade analitica ou li-
mite de detecgio obtidos a partir de diluigdes
da vacina ts-11, estdo demonstrados na figura
1. O sistema 1 apresentou sensibilidade para a
deteccdo de vacinas diluidas até 1.000 vezes;
enquanto o sistema 2 até 25.000 vezes e o siste-
ma 3 até 125.000 (tabela 2).
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A tabela 3 expressa o resultado da sensibili-
dade, obtido através da avaliacio de amostras
clinicas, onde o sistema 1 detectou 41 amostras
clinicas, o sistema 2 positivou 38 e o sistema 3
detectou todas as 44 amostras, tendo portanto
100% de sensibilidade.

A avalia¢do dos diferentes sistemas de am-
plificacio demonstrou que estes apresentam di-
ferencas na sensibilidade, tanto na avaliagio a
partir de dilui¢des de vacina, quanto na analise
de amostras clinicas. Estas diferencas podem ter
origem na escolha da regifo utilizada como alvo
ou no formato escolhido para cada sistema de
amplificagio.

Muitos métodos de amplificacio de 4cidos
nucléicos tém sido desenvolvidos para detec¢io
de MG e sio utilizados como parte de testes de
rotina em vdrios laboratérios. Com o aumento
do uso da PCR como ferramenta para identifi-
cagio de lotes infectados com MG, considera-

mos importante comparar métodos disponiveis
que foram desenvolvidos para este fim.

A comparacio entre as sensibilidades destes
trés métodos demonstrou que o sistema 3 (nested-
PCR) é o mais sensivel para a deteccio de MG,
tanto na avaliagdo a partir de diluices de cepa
vacinal como na avaliacio de amostras clinicas.
Apesar disso, os sistemas 1 e 2 apresentam como
vantagem sobre o sistema 3 o fato de serem mais
rapidos e envolveram menor manipulacio, ja que
se trata de amplificagdes tnicas.

A sensibilidade analitica mostrou que a PCR
baseada no gene GapA (sistema 3) foi 5x mais
sensivel que o sistema 2 e 125x mais sensivel
que o sistema 1. A sensibilidade diagndstica
demonstrou que o sistema 3 apresenta 100% de
sensibilidade e os sistemas 1 e 2, 93,2% e 86,4%

respectivamente.

Projeto financiado: Finep e Fapergs

Tabela 1 - Seqliéncia dos primers e tamanho do amplicon.

Tamanho produto PCR

Primers Sequéncia Gene (b
mgc2 2F 5 CGCAATTTGGTCCTAATCCCCAACAS 200
mgc2 2R 3' TAAACCCACCTCCAGCTTTATTTCC 5'

myc3F* 5 TCARCGTTTCTAAGATTCCTTTTG 3'

myc 4R  3' GCATCAAAACCAGTAAATTCTTGG 5

myc5F° 5 TTCTAGCGCTTTARCCCTAAACCC 3 gapA 332
myc 6R® 3' CTTGTGGAACAGCAACGTATTCGC 5'

" Nested-PCR - primers externos
® Nested-PCR - primers internos

Tabela 2 - Sensibilidade dos sistemas de amplificacdo em diluicdo de cepa vacinal.

Sistema

Sensibilidade

Sistema 1 (mgc2)
Sistema 2 (GapA)

1.000X
25.000X

Sistema 3 (NESTED GapA)

125.000X
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Tabela 3 - Sensibilidade dos sistemas de amplificacdo em amostras clinicas.

Sistema 1
Positivos 41
Negativos 3
Total 44

Sistema 2 | Sistema 3
38 44
6 0
44 44

- 0~ o~ = o~ o~
- = = = = o—

Sistema 1: mgc2

Sistema 2: GapA

Sistema 3: NESTED GapA

Figura 1 - Avaliacao da sensibilidade dos trés sistemas de amplificagdo em diluicoes de cepa vacinal.
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