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1. INTRODUGCAO

Micoplasmas séo bactérias da classe Mollicutes, caracterizadas pela auséncia
de parede celular, tamanho reduzido (200 a 300 nm), genoma pequeno, variando
de 580 kb (Mycoplasma genitalium) a 1.360 kb (Mycoplasma penetrans)
(NICHOLAS et al., 2008; CASWAEL E ARCHAMBAUL, 2008). Essas
caracteristicas limitam a biossintese tornando-os dependentes da relacao parasita-
hospedeiro para a sintese de metabdlitos essenciais (RAZIN et al., 1998; LANAO
et al., 2023). Na medicina veterinaria, esses microrganismos parasitam diversos
hospedeiros, como mamiferos e répteis, e varias espécies de Mycoplasma
possuem importancia clinica, por estarem associados a doencas como infeccoes
respiratorias, mastite, conjuntivite, anemia, artrite e aborto (MCAULIFFE et al.,
2004; BURKI; FREY; PILO, 2015; NICHOLAS et al. 2008).

Para a identificacdo molecular de espécies de Mycoplasma, realiza-se analise
por sequenciamento do gene 16S do RNA ribossémico (716S rDNA). No entanto,
esse método também é demorado e caro (JEFFERY et al., 2007; SYKES, 2023).
Por isso, ha uma tendéncia em pesquisas para desenvolver métodos de
diagnostico mais eficientes para a detecgdo dos agentes. O padrao-ouro do
diagnostico de diversas doengas € o PCR em tempo real, devido a sua
sensibilidade alta, porém ainda ndo ha um padrdo-ouro documentado para o
diagnostico de Mycoplasma spp. em felinos domésticos, também ndo ha uma
metodologia elucidada e reprodutivel para a deteccéao e diferenciacdo de espécies
dos microrganismos (SYKES, 2023).

A PCR-HRM é uma técnica molecular que combina a PCR em tempo real com
a analise de curva de dissociagao de alta resolucdo. Um corante fluorescente
intercalante permite monitorar a fusdo da dupla fita de DNA em tempo real. A
variagao na curva de melting reflete diferengas na sequéncia, tornando o PCR-HRM
uma ferramenta sensivel, rapida e sem necessidade de sondas ou eletroforese
para observar diferengas nas sequencias de DNA (AZARI et al., 2019; NIKODEM,
et al. 2021).

Essa metodologia ja foi utilizada para a diferenciacao e tipagem de cepas de
Mycoplasma spp., porém foram métodos desenvolvidos para amostras especificas,
nao sendo validados a extrapolacido para espécies de outros hospedeiros, como
felinos e caninos domésticos (JEFFERY et al. 2007; REBELO; PARKER; CAl, 2011;
AZARI et al., 2019). Portanto, nesse estudo teve como objetivo mostrar as analises
iniciais para a prova de conceito da criagdo de um novo diagnéstico molecular para
Mycoplasma spp., utilizando a técnica de PCR em tempo real com HRM, com um
unico conjunto de primers para o gene 16S rDNA.
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2. METODOLOGIA

Amostras de DNA de Mycoplasma spp. foram cedidas por pesquisadores que
que realizaram diagnostico prévio a partir de amostras clinicas. Amostras de
Mycoplasma haemofelis, e Candidatus Mycoplasma haemominutum foram
fornecidas por Dallmann et al. (2025), e amostras de Mycoplasma floculare e
Mycoplasma hyopneumoniae foram fornecidas por Jorge et al. (2014), totalizando
quatro amostras a serem incluidas no teste.

Para o desenho dos primers, visando distinguir as espécies de Mycoplasma,
o banco de dados GenBank, do National Center of Biotecnology Information (NCBI),
foi utilizado para obtengao das sequéncias de DNA referentes ao gene 16S rDNA
de Mycoplasma spp.

Para evitar a formagao de dimeros e reagdes ineficientes, as propriedades
termodinamicas e interacdes primer-primer serao avaliadas usando os softwares
Oligo-Explorer v1.2 e Oligo-Analyzer v1.1.2 (Gene LinkTM, EUA), e Sequence
Manipulation Suite (Bioinformatics.org). A especificidade dos primers e se eles
anelam no genoma dos hospedeiros foi aferida utilizando a ferramenta Primer-
BLAST do NCBI. Os primers selecionados foram sintetizados pela Sigma-Aldritch.

A PCR em tempo real com HRM foi realizada no termociclador CFX Opus 96
(BIO-RAD In. CA, EUA), utilizando os primers desenvolvidos. As sequéncias nao
serao descritas neste trabalho por questdes de confidencialidade e propriedade
intelectual. A reacdo foi preparada utilizando 5 yL de GoTaq gPCR MasterMix
(PROMEGA Inc, WI, EUA), 10 uM de cada primer, 25 ng de DNA amostral, € o
volume completado a 10 yL com agua livre de DNAses. As temperaturas de
termociclagem foram: 95 °C por 2 minutos, seguido por 45 repeti¢coes de 95 °C por
15 segundo e 53,5 °C por 45 segundos, a curva de dissociagao foi feita de 65 °C
até 95 °C, com incrementos de 0,1 °C a cada 2 segundos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As quatro amostras foram diferenciadas pelas curvas de HRM com sucesso
(Figura 1).

Figura 1. Curva de diferenciacdo de HRM, utilizando M. haemofelis como
valor de referéncia. Verde claro: M. hyopneumoniae — Laranja claro: M. floculare —
Rosa claro: Candidatus M. haemominutum — Verde: M. haemofelis. Gerado pelo
Bio-rad Precision Melt Analysis.
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Kamyingkird et al. (2017) utilizou do PCR convencional para a diferenciacao
de M. haemofelis e Candidatus M. haemominutum, necessitando de eletroforese
para confirmar o resultado. Utilizando a técnica aqui proposta, seria possivel
diferenciar as espécies sem precisar desta ultima etapa de confirmacgao.

O uso da técnica de PCR em tempo real-HRM ¢ flexivel, pois ndo necessita de
reagentes a mais além dos corantes intercalantes de DNA de 3?2 geragcédo, como o
EvaGreen, podendo discernir produtos diferentes baseando-se no tamanho,
concentragéo de citosina e guanina e complementaridade da sequéncia. Nesse
estudo foi utilizado o corante BrightGreen, que também alcanga bons niveis de
saturagao e ja foi utilizado para a realizagao de HRM por Zollo et al. (2021) para a
diferenciacao de SARS-CoV-2.

Esta técnica ja foi utilizada para a analise, diagndstico e diferenciagéo de
espécies de Mycoplasma spp. Azari et al. (2021) a empregaram para identificar
espécies em amostras de bovinos e suinos com doengas respiratorias,
detectando M. bovis em todas as amostras bovinas positivas e, nas suinas, M.
hyosynoviae, M. hyopneumoniae, M. hyorhinis e Mycoplasma ndo cultivaveis
("uncultured"). Rebelo et al. (2011) e Jeffrey et al. (2007) também utilizaram o
meétodo, este ultimo para diferenciar estirpes de M. synoviae com base em uma
unica diferenca de pares de base (pb) em sequéncias de 400 pb, distinguindo
estirpes australianas das norte-americanas.

Um ponto importante que encontramos em nossas pesquisas, € que nao ha
estudos até o momento que utilizem a técnica de PCR em tempo real-HRM para
espécies de interesse em felinos, ou que foque em micoplasmas hemotrépicos.
Portanto, a técnica pode ser de interesse para a evolugao no estado da arte do
diagndstico para Mycoplasma spp., pois demonstra-se sensivel, rapida e
reprodutivel, permitindo a diferenciagédo entre estirpes e espécies de Mycoplasma
(JEFFERY et al. 2007; REBELO; PARKER; CAI, 2011; AZARI et al. 2019;
NIKODEM et al., 2021).

4. CONCLUSOES
A PCR em tempo real com HRM foi uma ferramenta eficaz na diferenciagéo

das quatro espécies analisadas, M. haemofelis, Candidatus Mycoplasma
haemominutum, M. floculare e M. hyopneumoniae. A técnica pode ser usada para
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a diferenciagéo de espécies diferentes do microrganismo, e diferentes hospedeiros.
Ha necessidade de outras padronizagdes e testes para consolidar o presente teste
de diferenciagao, para isso DNA sintético sera utilizado futuramente para a prova
de contexto de outras espécies de Mycoplasma, além de analises moleculares em
maior numero de amostras clinicas.
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