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RESUMO

O génerdMycoplasmaé composto pelos menores procariotos desproviel@aiede celular. Eles
estdo amplamente distribuidos no ambiente comaosip@sahumanos, causando pneumonia e
doencas urogenitais, ou infectando outros orgarismém disso, eles frequentemente séo
encontrados no ambiente industrial contaminandalytos derivados de células bioldgicas
farmacéuticos. A deteccdo tWycoplasm sp. eAcholeplasma laidlawinos produtos biolégicos

€ um teste de controle de qualidade exigido pelan&eopeia Europeia (FE) e Brasileira
realizado rotineitamente industrias.Foi proposttesenvolvimento de um protocolo de gPGR
housepara a deteccdo das espéciesMyeoplasmasp. eA. laidlawii preconizados pela FE,
visando a melhoria da técnica atual utilizada naBEplicada a produtos biolégicos e meios de
cultura de Bio-Manguinhos.As sequéncias génicagodos 16S rDNA das oito espécies de
Mycoplasmarecomendadas pela FE foram obtidas no GenBanklinhadas pela ferramenta
online ClustalOmega para a selecéo das regides em coexghjndo-se aquelas encontradas
nos génerosStreptococcusClostridium e Lactobacillus, pois sdo espécies filogeneticamente
préximas aMycoplasmasp. eA. laidlawii. A avaliacdo dos parametros necessarios para o
desenho dos oligonucleotideos utilizou o programiime IDT OligoAnalyzef’ 3.1 e as reacées
de gPCR foram realizadas utilizando SYBRsreen e os iniciadores nas concentracdes
estabelecidas nos ensaios de otimizacdo. A espdaiie dos iniciadores foi avaliadasilico -
BLASTN® (NCBI®) - e in vitro utilizando DNA extraido de cultura pura & pyogenes, C.
sporogenes e L. acidophilus,de cinco espécies d&ycoplasmasp. como controle positivo. O
limite de detecéo (LD) foi estabelecido a partircdevas-padrdo com oito quantidades de cépias
de DNA com diluicéo de fator 10. O desempenho daRjid housena detecdo dklycoplasma

sp. eA. laidlawii foi comparada com a PCR e o kit comerbdigicoSEQ (Life Technologie$).

A avaliagdo da interferéncia das matrizes de imioh@ficos e soro fetal bovino na reacdo de
gPCRIin housefoi avaliada utilizando diferentes fragdes das stnas e dois kits de extracao.

Foi desenvolvido um protocolo de qP@Rhouseatravés da prospeccado de quatro conjuntos de
iniciadores especificos capazes de detectar cerel) cespécies de Mycoplasma sp., incluindo
aguelas preconizadas pela FE, com LD de 1 coplaNde paraA. laidlawii e 10 coOpias para as
demais espécies. A gPGRhousedemonstrou melhor desempenho na detecc@dydeplasma

sp. €A. laidlawii quando comparada a PCR convencional multiplexzatih na SETBé ao kit
comercialMycoSEQ@ (Life Technologie$). As matrizes de suspensao viral, PAG de vacina de
febre amarela apresentam interferéncia na detetzBtycoplasmasp. eA. laidlawii reagcédo de
gPCRIin house sendo os melhores resultados obtidos quandazadéds as matrizes totais de
ambos os produtos. O ensaio prelimiar com sord lbetano demonstrou a necessidade futura de
otimizacdo do processo de extracdo e/ou de anggd no intuito de eliminar a interferéncia
desta matriz nas reacdes de gPCR. O desenvolvimdentoetodologia de gPCiR house que
demonstrou ser especifica e mais sensivel do qgabmétodo aplicado na rotina da SETBI e o
kit comercialMycoSEQ@ (Life Technologie$), representa a melhoria dos ensaios de controle de
gualidade e a diminuigéo dos custos para Bio-Marps.
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ABSTRACT

Mycoplasma is the smallest less-wall prokaryotigamism and can cause pneumonia and
urogenital diseases in humans. Moreover, they &etiy contaminate research and commercial
laboratories involved in development and productainbiological and pharmaceutical cell-
derived products, enabling unreliable experimergallts and unsafe biological products. The
detection ofMycoplasmasp.andAcholeplasma laidlawiiin biological products is a quality
control test required by the Brazilian and EuropPaarmacopoeia (Eur.Ph.) and carried out by
industries. To attend the requirements of the eguy agencies, we proposed to developnan
housereal time PCR (gPCR) protocol for assesdhygoplasmasp. andA. laidlawii in order to
improve the current technique used in SETBI appiteliological products and culture media in
Bio- Manguinhos.The primer design was realized bya the genome of the 16S ribossomal
locus of the eight species required by Eur.Ph. selegteGenBank. These sequences were
aligned using the online tool ClustalOmega in otdeselect a common region for primer design.
To achieve the specificity criteria, were excludéd regions shared with other phylogenetic
related bacteria &StreptococcusClostridiumandLactobacillus genera. The primer design was
analyzed through the online tool IDT OligoAnaly2&:1 and the gPCR reactions were carried
out using SYBR Green and primers at concentrations establishégeimptimization tests. The
specificity of the primers was asses@edgilico - BLASTn® (NCBI®) - andin vitro using DNA
from pure culture ofS. pyogenesC. sporogenesand L. acidophilus and five species of
Mycoplasmasp. as a positive control. The detection limit jLWas established from standard
curves with eight amounts of DNA copies with ditutifactor of 10. Performance of gP@R
housefor the detection oMycoplasmasp. andA. laidlawii was compared with convencional
PCR and the commercial kit MycoSEQLife Technologie$). The evaluation of interference
from biopharmaceuticals products and fetal bovieri® in gPCRIn housewas assessed by
using different fractions of the samples and twdraetion kits. Four pairs of primers were
designed and BLASThresearch revealed homology to foklycoplasmaspecies, including the
species required by Eur.Ph. with 94-100% of idgnthe gPCR tests using houseprotocol
demonstrated that the primers are specific Ntycoplasmagenus andA. laidlawii, and the
detection limit was 1 copie fdk. laidlawii and 10 for the other species. The gAGRousehad
superior performance detectiMycoplasmasp. andA. laidlawii when compared to conventional
PCR multiplex used in SETBI and MycoSEQLife Technologie$). The tests with viral
suspension and PAG from yellow fever vaccine dernatesl the interference in detection of
Mycoplasmasp. andA. laidlawii by gPCRin house and the best results were obtained when
using all matrix from both products. The prelimirtasts using fetal bovine serum suggest the
need for further optimization of the extraction gges and/or amplification in order to eliminate
the interference of this matrix in qPCR reactiohg Tdevelopment of gPCR methodoloigy
house which proved to be as specific and more sensitnaa the current method applied in
SETBI and kit commercial MycoSEQ(Life Technologie$), represents the improvement of
quality control tests and the decrease of costBi@r Manguinhos.



1- INTRODUCAO

1.1- Apresentacao

O Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bi@hguinhos), dndado em 1976,

é a unidade da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)omnsgpel pelo desenvolvimento e
producdo de vacinas, reativos para diagnoéstico afarmacos voltados para atender
prioritariamente as demandas da saude publicamacio

O Complexo Tecnologico de Vacinas (CTV) do Instifutim dos maiores e mais
modernos centros de produgcdo da América Latinang@ra auto-suficiéncia em vacinas
essenciais para o calendario basico de imunizagablidistério da Saude (MS), como a
vacina contra a poliomelite oral trivalente, vactriglice viral contra sarampo, caxumba e
rubéola, vacina tetravalente DTP e Hib conjugadaina como a tradicional vacina contra
febre amarela. Dentre os reativos para diagnéstibdofarmacos podem-se destacar o kit
NAT HIV/HCV/HBV, utlizado nos hemocentros brasiles para ampliar a seguranca
transfusional, e a alfaepoetina fornecida desde6 2p@ra o tratamento de anemias,
respectivamente.

Além de Bio-Manguinhos garantir a populacdo brasileira acesso gratuito a
imunobiolégicos de alta tecnologia e reduzir dostagm do Ministério da Sauda unidade
possui reconhecimento internacional devido, entw&os fatores, ao cumprimento dos
requerimentos de Boas Praticas de Fabricacdo (BRFrertificacdo de qualidade de seus
laboratérios.

Desde 2001, o Instituto € pré-qualificado junto @yadizacdo Mundial da Saude
(OMS) para o fornecimento das vacinas febre amaeelalesde 2008, para a vacina
meningococica AC para agéncias das Nacdes Unidaesxd®dente de sua producédo €
exportado para mais de 70 paises através da OaganiPan-Americana da Saude (Opas) e
do Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia. Em, Bl@4vianguinhos foi responsavel por

58,82% das vacinas produzidas no Brasil ao entr&fadr636.623 doses de vacinas para



serem usadas pelo Programa Nacional de ImunizdB®#3. Além disso, foram fornecidos

9.590.777 frascos de biofarmacos e 5.839.396 diwasaara diagnostico para o MS.

1.2- A Vacina de Febre Amarela

A Febre Amarela (FA) é uma doenca infecciosa agadaada pel¥ellow fever virus
(YFV, virus da febre amarela) do géndrtavivirus, familia Flaviviridae, que contém
diversos outros virus potencialmente patogénicea pahomem, como ®engue virus o
West Nile viruso Rocio viruse St. louis encephalitis virusEste flavivirus possui um genoma
de RNA fita simples ndo-segmentado, de polaridax#tipa com cerca de 11 kilobases (kb)
de comprimento, e de acordo com estudos recemesemta 7 gendtipos distintos, dentre os
quais 5 sdo da Africa e 2 das Américas (Wang £1996; Mutebi et al., 2001; Vasconcelos,

Os quadros clinicos da FA podem ser: assintomatlesss e moderados, 0os quais
representam a maioria dos casos com sintomatologispecifica como febre e dores
musculares; e graves, englobando cerca de 5 a 3% abos, que se caracterizam com
manifestacbes hepdéticas e renais. A importancidodaca € devida a letalidade das formas
graves, a facilidade de disseminacdo para areamnasbe a dificuldade de diagndstico,
principalmente das formas leves e moderadas, @ijdsmas podem ser confundidos com
outras doencas como hepatites e malaria.

A susceptibilidade a doenca € independe de seixa, dgaria ou raca, entretanto, a sua
incidéncia se da, em maior proporcdo, em adultosed® masculino entre 14 a 35 anos,
devido a sua maior exposi¢ao ao virus. Dentre @sogrpopulacionais mais afetados estao os
individuos néo vacinados residentes de regidesngindé ou proximas a elas, assim como 0s
ecoturistas (Vasconcelos, 2003).

A vacinacao constitui a principal medida de comtrel prevencdo da FA, além do
combate aos mosquitos vetores (Brasil, 2004, 208pgsar das diversas campanhas de
vacinacao, o Brasil € o pais de maior incidénci&Aelas Américas e com a maior letalidade
dos casos: no periodo de 1980 a 2004, foram coadiosn 662 casos de febre amarela
silvestre, com ocorréncia de 339 Obitos, represeotaima taxa de letalidade de 51% no
periodo (WHO, 2005; Brasil, c2014c).

A vacina de febre amarela (VFA) atenuada, produamdnstituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos) desde 1937, é upmaparacdo liofilizada do virus

atenuado da cepa 17D, de origem Nova-lorquina,fgjusolado do paciente africano Asibi



em 1927. Sua atenuacao foi devida a modificacOeétigas geradas por sucessivos cultivos
em sistemas diversos como macacos, mosquitosptdei@mbrido de galinha desprovido de
sistema nervoso central, até originar a cepa dtughcina (Benchimol, 2001).

Desde 2001, o Complexo Tecnolbégico de Vacinas (ClTB)o-Manguinhos é pré-
qualificado junto a Organizacdo Mundial da Saud®®p para o fornecimento nacional e
internacional da VFA, que é produzida obedecendasseormas estabelecidas pela propria
Organizacédo, pela Agéncia de Vigilancia Sanita#dN\Y{ISA) e pela Food and Drug
Administration(FDA) (Bio-Manguinhos, c2013a).

A vacina é obtida a partir do cultivo do virus ai@ho em ovos embrionados de
galinha SPF (do ingléSpecific Pathogens Fredivre de patdégenos especificos): os ovos
viaveis sao inoculados com 9 dias de desenvolvionapbs a ovoscopia, e no 12° apdés uma
segunda ovoscopia, os embrides vidveis sdo destirmdonfeccdo da suspensédo viral da
VFA. O produto intermedidrio precursor da vacinaa¥aliado quanto a esterilidade,
concentracdo de virus e a quantidade de nitrog&otéico. Se aprovado, inicia-se 0 processo
de clarificacdo para a remocéao dos residuos cefjlaujo produto também sera submetido a
testes de controle de qualidade, e se aprovad@dstdalos estabilizantes para entdo a vacina
ser liofilizada e envasada.

A vacinacdo contra a FA é gratuita e de resporndatg do PNI desde 1994 (Brasil,
1998). Sua aplicacdo € via subcutanea e indicadaquiancas a partir de 9 meses de vida, e
a dose reforco recomendada € de 10 anos em 10mimaspalmente para quem vive ou vai
vigjar para regidoes endémicas (Bio-Manguinhos). eiistos colaterais como febre, dor
indicada para criangas menores de 6 meses de evildodao risco de encefalite viral causada
pelo virus atenuado presente na vacina, gestamiexggo viral no feto), pessoas com
imunodeficiéncias e pessoas alérgicas a componédoteso, gelatina e eritromicina, pois

estes estdo presentes na composi¢ao da vacinaq@ern¥igilancia Epidemioldgica, 2011).

1.3- A Vacina de Sarampo, Caxumba e Rubéola

Dentre as doencas contagiosas transmitidas pos wimaves de contato pessoa a

pessoa e que podem ser prevenidas pela vacinag@@sseEam 0 sarampo, a caxumba e a

rubéola. De acordo com a OMS, apesar das campaeheacinacdo estarem diminuindo a



incidéncia dessas doencas, ainda sao registradgtis ssm todo o mundo (Brasil, 2002;
Brasil, 2013; Bio-Manguinhos, c2013b; WHO, 2013; SM2014).

O sarampo € causado peldeasles virus do género Morbilivirus, familia
Paramyxoviridage que possui genoma de RNA fita simples ndo se@dentde polaridade
negativa e com 15-16 kb (Gershon & Krugman, 197@7y, 1985; Waterson, 1965). E uma
doenca altamente contagiosa e representa uma idagp@is causas de mortalidade infantil
nos paises da Africa, alcancando uma letalidades de 10% nessas populacbes (Bio-
Manguinhos, ¢2013c). Sua notificagdo é compulsérisua evolucdo pode levar a morte,
principalmente em desnutridos, recém-nascidosagist e pessoas com imunodeficiéncias.
No Brasil, a primeira grande campanha de vacinagétra o sarampo foi realizada em 1992,
imunizando cerca de 42 milhdes de pessoas, e desigmsteriores campanhas e vigilancia
epidemiolégica, a taxa de letalidade da doencdratude ndo ultrapassa 0,5%. (Figura 1.1 e
1.2) (Fiocruz, c2014). Entretanto, no ano de 2@l 3dgistrado no periodo de janeiro a julho
72 casos de sarampo, quase o0 dobro do numero de oasrridos no ultimo surto em
territorio nacional em 2011, quando 42 casos faraniirmados (Secretaria do Estado de S&o
Paulo, 2013).
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Figura 1.2: Coeficiente de mortalidade e letalidadepor sarampo no Brasil entre 1997-2000Fonte:
Adaptado de Brasil, 2005.

A caxumba é causada p&ltumps viruspertencente ao géndRubulavirusda familia
ParamyxoviridaeE um virus envelopado, com genoma de RNA fita sis)plle polaridade
negativa e com aproximadamente 15 kb de comprim@ttasaki et al., 1992). Apesar de sua
notificacdo ndo ser compulsoria, a ocorréncia dsyprecisa ser relatada (Anderson et al.,
1987; Nokes et al.,, 1990; Brasil, 2005). Nos cagas/es, pode causar meningite viral
asséptica devido ao tropismo do virus pelo sisteer@oso central, problemas renais e
infertilidade, caso atinja os testiculos e ovapgoscipalmente de homens e mulheres adultos,
respectivamente.

A rubéola é causada peRubella virus do génerdrubivirus,familia Togaviridae é
um virus envelopado de RNA fita simples, polaridadsitiva, com cerca de 9,8 kb (Hoby &
Vahery, 1970; Sedwich & Sokol, 1970). A sua notifido € de carater compulsorio e o grupo
populacional mais afetado é o das criancas (Br2805). Apesar de ser uma doenga com
baixa letalidade, pode gerar sequelas irreversivaigorma congénita, dependendo a sua
gravidade da idade gestacional do feto. O diagtwdtiboratorial é realizado por testes
sorolégicos ou pela deteccao do virus atravésaécs de biologia molecular (Brasil, 2005).
O plano para a erradicacéo do sarampo implemem@adrasil a partir de 1999 impulsionou
também a vigilancia e o controle da rubéola, cagdéncia decaiu 95% em 2002 em

comparacao com as taxas registradas em 1997, smmcborado pela consolidacdo em



2002, por todo o pais, da campanha de vacinacaonpaheres de idade fértil (MIF) (Figura
1.3) (Brasil, 2005).
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Figura 1.3: Evolucéo da taxa de incidéncia de rubdm e estratégias de controlelncidéncia de rubéola no
Brasil no periodo de 1993-2013. Fonte: AdaptadBrasil, c2014b.

A vacina de sarampo, caxumba e rubéola (antiga TVAg&ina triplice viral) foi
introduzida no Estado de S&o Paulo em 1992, eéstrdo PNI € fornecida para o resto do
pais desde 1998 (Brasil, 1998).

Até o0 ano de 2003, este era o0 Unico imunobiolégesente no calendario basico de
vacinacdo (CBV) ainda importado pelo MS. Entretamto final desse mesmo ano, foi
assinada a parceria entre Bio-Manguinhos/Fiocruo daboratério privado britanico
GlaxoSmithKline (GSK) para a transferéncia de témgia da vacina, de forma a garantir ao
Brasil sua auto-suficiéncia no setor (Bio-Mangushe2014b).

A vacina é de dose Unica, devendo ser aplicadaubautanea ou intramuscular em
criancas em torno de 12 meses de idade, e a doséodg entre 4 e 6 anos de idade. (Brasil,
1998). Seus efeitos colaterais ndo sdo comunsesaypam baixa gravidade, como febre (5 a
10%) erash cutéaneo (5%), e o seu aparecimento independeédgoprontato com 0s virus
decorrentes de infeccdo natural ou da vacinacasapré\pesar disso, € contraindicada a sua
aplicacdo em gestantes e imunodeficientes devidosao apresentado pela vacina, que €
composta com virus vivos atenuados, pessoas cotaritis de reacdes alérgicas aos
componentes da vacina (ovo, gelatina e neomicinajiacas com Sindrome de Reyer
(Centro de Vacinacao de Adultos, 2006).



A vacina é feita a partir da combinacdo de virusn@dos do sarampo (cepa
Schwarz), da caxumba (cepa RIT 4385 derivada da depyl-Lynn) e da rubéola (cepa
Wistar RA27/3). Apesar da combinacado de virus,aaedicéacia para a protecdo contra as trés
doencas é superior a 95% (Centro de Vacinagcdo ddtosd 2006). Os primeiros séo
cultivados em fibroblastos de embrido de galinhBR)C e o da rubéola em células dipléides
humanas MRC-5, de forma a atender os requisitoANYISA sobre a fabricacdo de
substancias biolégicas. @silks (concentrados virais) monovalentes de sarampantha e
rubéola sdo misturados juntamente com volumes Apdmys de excipientes e estabilizadores.
A vacina trivalente é, entdo, envasada e liofilza@io-Manguinhos, c2013b).

Para o fornecimento da vacina para a populacadegée inUmeros testes de controle
de qualidade (CQ), como a pesquisa de virus adventiosbulksmonovalentes de sarampo,
caxumba e rubéola e avaliagdo do contetudo de atlaubuvina dgpool after clarification
(PAC), que constitui a preparacao da vacina cobuds monovalentes.

1.4- A Garantia da Qualidade

Segundo a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDZ) d& ANVISA (Brasil, 2003b),

a qualidade de um imunobiolégico é asseguradaGelantia da Qualidade (GQ), que dentro
de uma organizagao, serve como ferramenta de ganezicto, e em situacdes contratuais,
serve também para gerar confianca no fornecedor.

A GQ é a totalidade das providéncias tomadas coobjetivo de garantir que 0s
medicamentos estejam dentro dos padrbes de qualidagidos para que possam ser
utilizados para os fins propostos. Dentre diveesagéncias, devem ser realizados todos os
controles, incluindo o microbioldgico, nas matéfaisnas, produtos intermediarios, produtos
a granel, bem como outros controles em procesibrazggbes e validacbes. Além do controle
de qualidade, séo incorporadas a GQ as BPF, ot@mje desenvolvimento de um produto,
dentre outros (Brasil, 2003a, 2003b).

1.4.1- Departamento de Controle de Qualidade

O Departamento de Controle de Qualidade de Bio-Mahgs (DEQUA) é
responsavel pela realizagdo de testes apropria@sgarantir o controle de cada etapa do



processo de producdo de um produto, atendendo igénedas da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2003a), FDA e OMS ¢Bvlanguinhos, c2013a).

A Secdo de Testes Biomoleculares e ImunocitoquitB&arBl) do Laboratério de
Controle Microbiolégico (LACOM) do DEQUA realiza qains dos inumeros testes de
controle de qualidade em imunobiologicos e insum@sproducdo. Dentre eles podem se
destacar: a pesquisa de virus adventicios nos fe®dhtermediarios da vacina de sarampo,
caxumba e rubéola; testes de ovoalbumina residusHA; testes de endotoxina bacteriana
em biofarmacos, imunobioldgicos e diluentes de nscie a detec¢cdo molecular de
Mycoplasmasp. eAcholeplasma laidlawinos produtos intermediérios e produto acabado a
granel (PAG) da VFA e em soro animal, o qual éédoitio como suplemento de meios de
cultivo utilizados em diversos setores do DEQUA.

A aprovacao no CQ microbioldgico das matérias-psinpaocessos intermediarios e
produtos finais consiste em uma das exigéncias lj@eacao dos produtos bioldgicos no
mercado, uma vez que sua importancia se deve peiaizacio dos riscos de contaminagao

de pacientes que os utilizam (Farmacopeia Braajl2010; Farmacopeia Europeia, 2010).

1.4.2- Caracterizagdo dos microrganismos da clasddollicutes - A importancia da

pesquisa deMycoplasmasp. eA. laidlawii

O géneroMycoplasmaé composto por procariontes pertencentes a cMsfieutes,
de pequena dimenséao e desprovidos de parede ¢cébuteando-os resistentes a penicilina e
seus derivados (Murray et al., 1984). Estdo ampiéendistribuidos no meio ambiente como
parasitas humanos e outros mamiferos, répteisgqeaxtropodes e plantas. Algumas espécies
sao frequentemente encontradas no ambiente lakbalatoontaminando, dentre outras
matérias-primas, culturas de células e meios deiraubem processos de fabricacdo, e em
laboratorios de pesquisa (Hsiu-Shuei et al., 208 Buséncia de parede celular e seu tamanho
contribuem para a facilidade de contaminacéo, peisitem sua passagem por filtros de até
0,2um utilizados em métodos de esterilizacdo de cuttareélulas (Figura 1.4).

Algumas das espécies mais patogénicas para huréddmygsoplasma pneumoniaam
dos principais agentes etiologicos das pneumomigsidas na comunidade, causando essa
doenca principalmente em criancas e jovens e lesdespulmonares com menor frequéncia
(Center of Disease Control and Prevention, 20)coplasma oralepresente normalmente
na cavidade oral, podendo ser um patdégeno opoup#&a individuos imunodeficientes; e



Mycoplasma fermentangue provoca infecdes nas articulacdes e no trafreedrio e que
vem sendo associado ao desenvolvimento de algpos tie cancer (Katseni et al., 1993;
Chingbingyong et al., 1996;Schaeverbeke et al.6;1B9zin et al., 1998).

Figura 1.4: Cultivo em agar de coldnia com aspectde ovo estrelado caracteristica de micoplasmas. A:
Exsudado de faringe infectada por micoplasrBasCrescimento em agar a partir de exsudado vagomaendo
micoplasmas. Fonte: Riveira et al., 2014.

Mycoplasma hyorhinisisualmente infecta suinos gerando doengas or&spiratorio
e inflamacao nas articulacdes, e apesar de seidecado ndo-patogénico para humanos, vem
sendo associado como patdgeno em casos clinia@nder gastrico, célon, figado e prostata.
(Noelle et al., 1992; Kobisch & Friis, 1996; Huaetgal., 2001; Urbanek et al., 2011).

Mycoplasma argininié um importante patdgeno causador de doencas atio tr
respiratério em ovelhas e cabras (Goltz et al.,61981ycoplasma gallisepticurme
Mycoplasma synoviagausam doencas respiratérias crénicas e infec@@earticulagcbes em
frangos e perus (Buim et al., 2009). Além diss@, &@mumente encontrados em matérias-
primas de origem aviaria (Farmacopeia EuropeiaQpQ@tilizadas durante o processo de
producdo de imunobiolégicos, causando efeitos@itods em células hospedeiras, deplecdo
dos nutrientes do meio, além de modificacdes geicat e fenotipicas, como a inibicao do
metabolismo celular, interferéncia na sintese ddoamucléicos e expressdo modificada de
moléculas na superficie celular (Hsiu-Shuei et281Q7). De acordo com as normas nacionais
e internacionais de BPF, preconiza-se a deteccdeliminacdo desta contaminagao
(Farmacopeia Brasileira, 2010; Farmacopeia Euro@6ei0).

Acholeplasma laidlawié uma espécie pertencente a cladsdlicutes que pode ser

encontrada na forma livre ou como parasita no nadiente, e no meio laboratorial,
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representando um microganismo indesejavel parasindide imunobiologicos devido a sua

contaminacgéao em diversos tipos de meios de culang et al., 2004).

1.4.3- Pesquisa d&lycoplasma spe A. laidlawii segundo a Farmacopeia Europeia 7.0

Para o controle microbiolégico de produtos comoaeina de sarampo, caxumba e
rubéola, VFA e insumos de processos, sdo precaszad méetodos de cultivo direto ou
indicador de cultura de célula, quando forem aadtis bancos de células, lote semente de
virus ou células-controle. Essas metodologias patarsubstituidas por testes NANugleic
Acid Amplification Tecniques Técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos) pateccao
de material genético amplificado, desde que hajaagio devida (Farmacopeia Europeia,
2010).

O método de cultivo direto para deteccaoMigcoplasmaspe A. laidlawii € capaz
dedetectar até 10 UFC/mL (unidades formadoras ldaiegpor mililitro) a partir de pequenas
quantidades de amostra que sao inoculadas em deemdtivo sdlido e liquido enriquecidos
para o crescimento desses microrganismos (FarmacBpeopeia, 2010). Apds o periodo de
cultivo, pequenas aliquotas do meio liquido sacecsliivados em meio soélido e analisados
por microscopia Optica para a presenca de colGipasas de micoplasmas. Apesar de ser
considerado o padrao-ouro, a aplicacdo apenas westalologia pode levar a aprovacao de
produtos contaminados que apresentam risco patdgude, pois nem todas as espécies de
micoplasmas sdo cultivAveis em meios de culturap @eu crescimento, normalmente de
dificil execucéo, pode ser inibido por interferenpresentes nos proprios imunobioldgicos.
Adicionalmente, esta técnica é laboriosa e demopaula requer meios especificos para o seu
cultivo, e o periodo de incubacédo da cultura véei28 a 35 dias.

O método indicador de cultura pode ser uma altematos casos de espécies nao
cultivaveis, pois utiliza uma molécula fluorescemeercalante de DNA como sistema de
revelacdo. O produto a ser testado € adicionadoaacultura de células, que € cultivada por
pelo menos 3 dias ou até atingira confluéncia. Apése periodo, uma subcultura é
recomendada por mais 3-5 dias para aumentar ab#ielasle do teste, e as culturas é
adicionado um fluoroforo que se ligara ao DNA tadts células cultivadas quanto dos
micoplasmas presentes. A identificacdo Mlgcoplasmap. e Alaidlawii é feita pela
visualizacdo de caracteristicas particulares porascopia de fluorescéncia, como a presenca
de pequenos pontos ou filamentos no espaco inttaceApesar da maior rapidez quando
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comparado ao método de cultivo, sua sensibiliddoi&@, detectando contaminacao a partir
de 100 UFC/mL (Farmacopeia Europeia, 2010, Chad&dolokhov & Chizhikov, 2011).

As técnicas NAT possuem vantagens em relacdo axloiegias acima citadas, pois
possibilitam a deteccdo de microrganismos contamwsaa partir da amplificacdo de DNA
extraido da amostra, ndo necessitando de que sigiame viaveis. Além disso, sdo mais
sensiveis, detectando-os mesmo em baixas condgggrggossuem maior biosseguranca, ja
que ndo ha cultivo de microrganismos, sdo maisdadpe apresentam maior robustez,

podendo resistir a pequenas variacdes durantecegimento (Farmacopeia Europeia, 2010).

1.5- Técnicas de amplificacdo de DNA

Dentre diversas técnicas NAT, podem-se destacaagd® da Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional ou a PCR em tempo real (QPC&), agnplificam o material genético
(DNA ou cDNA) de forma exponencial a cada ciclo rdacdo, gerando de centenas a
milhares de cépias (Rumsby, 2006).

A base de uma PCR consiste na amplificacdo desemaéncia especifica do DNA
molde através das etapas de desnaturacao, pareaenextensao. Inicialmente, as dupla-fitas
do DNA sao desnaturadas em fita simples pelo amestd a 95 °C, liberando os sitios que
serdo reconhecidos pelos iniciadores. Em seguidaastra € submetida a temperatura de
pareamento, que é especifica para cada iniciadas,que varia em torno de 60 °C. Nesta
etapa, os iniciadores senso e anti-senso se padsdorma complementar e especifica ao
alvo, e a formacdo do complexo iniciador-DNA pearot seu reconhecimento pela enzima
Taqpolimerase, que promovera a extensao da fita @gdéaadicdo dos nucleotideos a regido
3’ do iniciador (Figura 1.5) (Rumsby, 2006).

No caso da PCR convencional, apds o fim das reag@produtos amplificados
(amplicon$ séo submetidos a uma corrida eletroforética endgegarose para a avaliacao
qualitativa da presenca do material genético dathas em questdo. Apesar desta técnica
ser um teste NAT, ela apresenta desvantagens -dguemmparada a outras técnicas de
mesmo principio-, dentre as quais se destacam:nmerdede no minimo dois dias para
liberacdo do laudo de avaliagdo do controle deidm@e microbiologico pelo setor, devido as
diversas etapas necessérias entre a extracdo doeDiNdbtengdo dos resultados; o risco de
contaminagdo de outras amostras e do ambienteatabat, gerado pela manipulacdo
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necessaria daampliconsdurante o procedimento; o uso de intercalantesNié ba etapa de
coloracdo do gel de agarose, que podem apreséstar acupacional para os analistas e
sensibilidade para até 10 UFC/mL (Farmacopeia Eiag2010).
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Figura 1.5: Amplificacdo de DNA alvo pela PCRNa primeira etapa do ciclo as amostras sédo subasetid
temperatura de 95°C para a desnaturacdo das ftaBNA, permitindo posteriormente o pareamento dos
iniciadores e a extensdo da fita cépia, sob termyrais especificas da reacdo. Conforme ha a ocdaréios
ciclos, o niimero de cépias aumenta de forma expiaieRFonte: [adaptado] New England Biol&bs
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Uma alternativa a PCR convencional seria a gPCR,geen podem ser utilizados
diversos sistemas de deteccdo que permitem a gedacéesultados especificos com maior
sensibilidade e em menor tempo. Com essa metodol@giamplificacdo do DNA e a
revelacdo dos resultados sdo obtidos em um Ungsopa que proporciona a semi-automacao
dos processos, a diminuicdo dos riscos ocupacienale contaminagdo pela auséncia de
manipulacbes pos-PCR, e a maior rapidez do enBassa forma, a qPCR representa uma
melhoria da PCR convencional e pode ser considena@atécnica complementar ao cultivo
direto, o qual ainda € considerado na literatupadrdo-ouro para a deteccdoMigcoplasma
sp. eA. laidlawii (Ferreira, 2005; Farmacopeia Europeia, 2010) (l&abe

Tabela 1: Diferencgas entre as técnicas de cultivimdicador de cultura, PCR convencional e gPCR.

A Técnica
Parametros para indicador d
caracterizag&o Cultivo direto e PCR convencional gPCR
Tempo de execucao 28-35 dias 6-8 dias pelo menos 2 dias 1 dia
Sensibilidade >10 UFC/mL >100 UFC/mL >10 UFC/mL < 1UFC/mL
Especificidade Variavel Variavel 25 espécies > 25 espécies
Automatizacao Manual Manual Manual Semi-

Automatizado

Falso negativo
Contaminacao
cruzada e do
laboratério

# quantidade de espéciesMgcoplasmasp.eA.laidlawii reconhecida pelos iniciadores utilizados na SETBI;
* variavel, dependendo do desenho dos iniciadores.

Contaminacao das  Contaminacédo das
amostras e do  amostras, do laboratério
laboratério € ocupacionais

Contaminacao

Riscos
das amostras

1.5.1- A técnica de qPCR

A gPCR é o método atualmente mais sensivel intidduza rotina laboratorial para
deteccdo de sequéncias gendmicas especificas estrasnbiologicas de diversas fontes, e
vem sendo amplamente utilizado, principalmentegue diz respeito a area microbioldgica
(Lind et al., 2006). Esta técnica pode ser usadardea qualitativa, detectando a presenca ou
auséncia de um DNA na amostra, ou quantitativagraetando a concentracdo do material
genético especifico amplificado (Raymaekers e2aD9).

A gPCR combina a base da PCR convencional com deisooléculas fluorescentes,
ou sondas marcadas com fluorescéncia. Ao se ligasefitas de DNA, essas moléculas séo
detectadas em tempo real, ou seja, conforme héraéacia dos ciclos de amplificacéo, por
um sistema optico presente no termociclador quééooriiltros especificos para diversos

comprimentos de onda emitidos por fluoréforos efiges (Figura 1.6). O sinal fluorescente
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captado é convertido em um valor numeérico para taficgp formando uma curva, que pode

ser plotada em escala semi-logaritimica ou linemyufa 1.7) (Nolan et al., 2013).

Filtros

Espectro (nm)

Espectro de emissio f/y
_— U . s
e ( i ;R
~-520 nm -550nm -580nm -610nm -650 nm
Fluoréforos * FAM * JOE * TAMRA * ROX CY5
* SYBR Green *VIC * NED « TEXAS RED
* CY3

Figura 1.6: Filtros do sistema Optico de um aparelh de gPCR.Cada filtro é capaz de captar uma faixa de
comprimento de onda emitida por um fluoréforo effir Fonte: [adaptado]: Life TechnologfeDisponivel
em: http://www.lifetechnologies.com/br/en/home/techihiesources/technical-reference-library/real-time-
digital-PCR-instruments-support-center/7500-realetipcr-systems-support/7500-real-time-pcr-systems-
support-getting-started.html

A curva de amplificacdo de uma reacdo de gPCR pedalividida em trés fases:
ruido (em inglésbackground, fase exponencial e platdé. O ruido é um sinal poge ser
visualizado no gréafico no inicio da amplificacd@apor ser muito fraco e ndo ultrapassar a
fluorescéncia do meio, néo é considerado signWicaConforme h&a a ocorréncia dos ciclos,
0 numero de copias de DNA aumenta exponencialneegéga um acumulo da fluorescéncia,
gue passa a ser detectada e reproduzida no gréd®®-exponencial-, e cuja intensidade é
diretamente proporcional a concentracdo de matgeiatico presente na amostra. O aumento
de copias de DNA ocorre até alcancar um platé deadimitacbées na reacdo, como o
esgotamento de reagentes, indicando o final deepsacde amplificacdo (Raymaekers et al.,
2006) (Kubista, 2006) (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Grafico de amplificagdo de gPCR represgado por uma curva de qPCR linear de amostras
diluidas com fator 10.A intensidade de fluorescéncia de cada alvo é gdoten relagdo ao nimero de ciclos em
gue foi detectada, de forma a construir uma cuneag@ermite avaliar o processo de captura de surahte toda

a amplificagdo. As amostras mais concentradas eniit®rescéncia em ciclos de nimero menor do quelas
menos concentradas. Fonte: [adaptado] gPCR Handhwibtogen.

1.5.1.1- Sistemas de deteccao

Dentre os diversos sistemas de deteccdo para gP@&tcam as sondas de hidrolise
e os intercalantes de DNA. As sondas de hidrésesequéncias especificas de nucleotideos
complementares as regides alvo do DNA associadassamoléculas: o reporter, que possui
a fluorescéncia que sera detectada na reacaguenchey uma molécula supressora que, pela
sua proximidade com o reporter, inibe a sua flugnesia. Na etapa de pareamento, 0s
iniciadores e as sondas, ainda intactas e, portaato emitir fluorescéncia, hibridizam nas
regides complementares do DNA. Iniciada a etapextensao, a enzinkaq polimerase, que
possui atividade 5°- nuclease, cliva a sonda edibemolécula com fluorescéncia, que ao se
distanciar daquenchey passa a ser detectada (Figura 1.8) (Kubista,e2G06). Esse sistema
€ 0 Unico utilizado em ensaios quantitativos - memrque a especificidade é garantida ndo s6
pelos iniciadores, mas também pelo uso das sorsgsmlo também o mais indicado em
ensaios multiplex, em que se utiliza mais de unjura de iniciadores (Life Technologfes
2012).

Em relagdo aos diversos intercalantes de DNA caaimados pode-se destacar o
SYBR® Green, um fluoréforo (em inglédyed em suspensdo no mix de reacdo com alta

afinidade por DNA fita dupla e baixa por DNA fitanples e RNA. Ao se ligar ao material
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geneético presente na amostra, emite intensa flc@mes| se comparado ao fluoréforo néao
associado.

No inicio dos ciclos da qPCR, pode-se verificaresenca de uma linha de base (em
inglés baseling@ gerada por um sinal de fluorescéncia muito baouee por isso ndo é
considerado. Se o alvo estiver presente na reagéiera um acumulo de sinal fluorescente ao
longo da amplificacdo que, a partir de um deterdonaonto, passara a ser detectado (Figura
1.9) (Life Technologiel 2012).

A especificidade da reacao utilizando este sistérgarantida pelo uso de iniciadores
especificos e pela observacdo da curva de diséocidgs fragmentos de DNA gerados,
tornando-se uma oOtima escolha para testes guabisaiem que se detecta presenca ou
auséncia de um alvo. Além disso, € uma alternais’zaondas de hidrolise devido a sua

simplicidade e menor custo.

¢,
Desnaturacao "\{’i

B’ o B e, { N
6 ! @ Fluorescéncia capturada pelo abafador

Iniciador Sonda

Anelamento
<%
/‘\.HE » | Fluorescéncia capturada pelo abafador

Extensdo

Fluorescéncia detectada

Figura 1.8: Amplificacdo por qPCR com sondas de hidlise TagMan®. Na etapa de desnaturacéo das fitas
de DNA, a sonda intacta nao emite fluorescénciaddea proximidade dajuenchercom o repdrter. No
pareamento, ambos os iniciadores e sondas hibmdizan o DNA molde. A enzim@ag polimerase, que possui
atividade 5°- nuclease, ao promover a extensdo uti@ dita, hidroliza a sonda e libera o reportanjac
fluorescéncia passara a ser detectada pelo apaFelhte: [adaptado] Koch, 2004.
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Figura 1.9: Amplificacdo por gqPCR utilizando sistena SYBR® Green. Até a etapa de pareamento, a
fluorescéncia do sistema é baixa, uma vez que oRSYBreen somente a emite de forma intensa quando
intercalado a dupla fita de DNA. Dessa forma, oamaivel de intensidade sera detectado no finatdpa de
extensdo, em que houve a formacdo completa do éaignde dupla-fita de DNA. Fonte: [adaptada] van de
Velden, 2003.

1.5.1.2- Prospeccéo dos iniciadores

Apesar de ndo haver um consenso com relacdo aottandas iniciadores, estes nao
devem ser menores do que 15 pb pois diminuem a@iésjaade da reagcao, e nem ultrapassar
30 pb, pois assim ha o aumento das chances deda@onue alcas e dimeros (Raymaekers et
al., 2009; Life Technologi&s 2012).

Para o calculo dd;, dos oligonucleotideos existem diversas formulas, guais a
mais aceita é a baseada no modelo do “vizinho préaismo” (em inglésNearest Neighbor
Mode), que considera a influéncia termodinamica das$aizinhas em relacdo a uma base
particular no processo de hibridizacdo (Santa L.®&8). Ha um consenso na literatura de
que aT,, ideal para ambos os iniciadores senso e anti-gedsd®b0 °C, apesar da temperatura
Otima daTaqser de 72 °C. Além disso, a diferencalgleentre eles ndo deve ultrapassar 5 °C,
evitando assim que haja a diminuicdo da eficiénail especificidade da reacao (Rychlik&
Rhoads, 1989; Raymaekers et al., 2009; Life Tecyief, 2012).

E recomendado que o conteddo CG seja em torno %e g&rantindo a estabilidade
da ligacdo entre os iniciadores e 0 DNA molde,®uiiapassar 55%, pois o elevado numero
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de ligacBes entres as bases CG, por serem fornpaddsgs pontes de hidrogénio, poderia
dificultar a dissociacdo do iniciador e do DNA res@ia para o inicio de um novo ciclo de
amplificacéo e elevar &, muito acima de 60 °C (Raymaekers et al., 2009ndigas et al.,
2009; Life Technologi€s 2012).

A formacéo de algas nos iniciadores é indesej@vet ocorrerem devem ser desfeitas
com facilidade. Assim, o pequeno aumento de tertyrargue ocorre durante a qPCR deve
ser suficiente para que romper essas estruturaads®eas para os iniciadores se mantenham
linear durante a etapa de pareamento. De acordacaxpressanaG= AH - TAS, que indica
a espontaneidade da reacdo, quanto menor o vatonteado - que representaa energia
necessaria para a formacdo das alcas (em kcal/matpis estavel sdo as alcas dos
oligonucleotideos. Além disso, a presenca desstagtiras na regido 3' devem ser evitadas
pois afetam negativamente a eficiécia da reaca&NRER Biosoff, 2015).

Os iniciadores devem possuir baixa complementatiedatre si, evitando assim a
formacéao de homodimeros (ligacdo entre iniciadgyesis) e heterodimeros (entre diferentes
iniciadores da reacdo), e quanto menor a energiesséria para a sua formacao, maior a
probabilidade de ocorréncia. Por isso, foi considara forca de ligacdo de até -9 kcal/mol
e/ou até quatro ligacdes entre as bases dos ioiesdndo podendo estas ocorrerem nas
dltimas trés bases da porcdo 3, pois esse evempediria 0 pareamento da regido do
iniciador com o DNA que é reconhecido pela enzifag na etapa de extensao.
Adicionalmente, deve ser evitada a presenca desb@&e na por¢cdo 3’, o que poderia
dificultar o completo desligamento do iniciador conDNA ao final da etapa de extensao,
diminuindo a eficiéncia da reacao (Mitsuhashi, I3fonsson et al., 1998; Spandidos et al.,
2009; Life Technologi€s 2012).

1.5.1.3- Paramentos da gPCR

1.5.1.3.1-Threshold

O thresholdsignifica o limiar entre o sinal de fluorescénctmsiderado como ruido e
o inicio do sinal de amplificacdo estatisticamesignificante para a deteccdo do alvo.
Geralmente, csoftware o determina automaticamente, mas ele pode seci@uaiio no
grafico manualmente em qualquer ponto da fase exmwoal da curva (Life Technologigs
2012).
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1.5.1.3.2Cycle ThresholdCy)

O G, corresponde ao numero do ciclo em que o sinalueescéncia ultrapassa a
linha dethreshold Esse parametro é crucial para ensaios quantisaéwmn que € calculado o
namero de copias de DNA, e seu valor € inversanyaaggorcional a quantidade inicial de
material genético. Se houver interesse em quaantific DNA com acuracia, € importante
posicionar dhresholdno inicio da fase exponencial, uma vez que osrdaag ainda estdo em
excesso, a eficiéncia dhaq é alta, e o produto amplificado, que ainda estabama
concentracdo, ndo ira competir com a capacidaguma@amento dos iniciadores (Figura 1.10)
(Pfaffl, 2001; Ramakers et al., 2003; Life Techmids®, 2012).
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Figura 1.10: Caracterizacdo das etapas de amplifichio de uma amostra por qPCR no plot de
amplificacdo em escala linearNo inicio da amplificacédo é detectaddaseline cujo sinal de fluorescéncia é
muito fraco e por isso nao é considerado signifioapara o resultado. Conforme a ocorréncia dow%i®
numero de copias do DNA aumenta exponencialmease @xponencial) até alcancar o platd, indicanfiimab
da reacdo. Fonte: [adaptado] Ahmed, 2005.

1.5.1.3.3- Curva de dissociacao
A especificidade de uma PCR € dada pela escolhaicdadores especificos para o
DNA alvo. Entretanto, € possivel que ocorra durantamplificacdo a formagcédo de dimeros
entre os iniciadores, ou até mesmo a formacéo oedufwos de amplificacdo inespecificos.
Uma vez que o sistema de SYBBreen pode intercalar em outras duplas-fita de

DNA que nao as de interesse, a maneira de verdiaspecificidade da reacdo é atraves da
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analise da curva de dissociagédo. Para a sua co@stéuadicionada, apos o final da reacéo de
gPCR, uma etapa para que ocorra 0 aquecimentoajrdasi reacoes até 95 °C. Dentro dessa
faixa de temperatura, os fragmentos ali geradagigdio a sua temperatura de dissociagéo (do
ingléstemperature melting Ty, especifica, que corresponde a temperatura enmaueer a
dissociacao de 50% das duplas-fitas de DNA aligmmes. A separacao do DNA dupla fita
leva a uma queda de fluorescéncia, e essa difeéedetectada e analisada psbftwareque
representa o resultado em um pico no grafico. Eipekdiferenciar peld,, a dupla-fita de
DNA alvo amplificada em relagdo a algum fragmemtorfado ndo especifico, uma vez que
essa temperatura varia de acordo com o tamanhnotelcln de citosina e guanina (CG) dos
ampliconse com o aparecimento de bases desencontradasn(g@s lbase mismatchgs
(Figura 1.14) (Life Technologi€s2012).

Essa etapa ndo acrescenta custos financeiros raggimao tem impacto significativo
no tempo necesséario para a obtencdo dos resultatd@® necessita da manipulacdo dos

produtos amplificados como no caso da PCR conveakio

1.5.1.3.4- Eficiéncialf)

A eficiéncia da reag¢do é um dos parametros da gR@R importantes que deve ser
avaliada para garantir resultados com oOtima acumceprodutibilidade. Dentre os métodos
utilizados para o seu calculo pode-se destacaal@il¢cdo de uma curva com a diluicdo
seriada de uma amostra, em que sera consideragefioiente angular (em inglédope na
seguinte expressa& = 13159 - 1. |deologicamente, slopedeve ser igual a -3,32, 0 que
indica que a reacéao teve 100% de eficiéncia, @ gee cada molécula de DNA duplicou ao
final de cada ciclo (Life Technologies, 2012).

Na fase exponencial da reacdo os produtos sdo dosnaom uma eficiéncia
constante, e no gréafico plotado em escala semritogeca, essa fase pode ser visualizada
como uma reta. Além disso, pode-se aferir que tee®es obtiveram a mesma eficiéncia se
suas curvas puderem ser sobrepostas no graficangnes elas tiverem (€ diferentes)
(Figura 1.15) (Rebrikov & Trofimov, 2006).
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Figura 1.11: Caracterizacdo dos produtos de qPCR evés da andlise dor,,. A: Amostra contendo o controle
interno de amplificacdo, apresentando pico dgnrem 79,62 °CB: Amostra negativa com o pico de amplificagdo com
Tnem 61,89 °C, que é considerada uma temperatuta braika e sendo sugestiva de inespecificidadegnum refletir

a temperatura de dissociagdo de dimeropriler. C: Amostra positiva para o DNA alvo, apresentando mtrote
interno comT,, de 79,6 °C e DNA alvo cori,, esperado de e 73 °C. Fonte: Arquivo padrédo de ificagho de
micoplasmas do kit de detecgflycoSEQ (Life Technologie$).
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Figura 1.12: Avaliacao da eficiéncia da qPCR utiiando diluicBes seriadas de uma amostra. Aurvas tipicas (1-

5) de amplificagcdo de uma diluicdo seriada de DMA.curvas em escala semi-logaritimica podem serepobktas
demonstrando que as 5 reacdes obtiveram a mesoiéneifa.B: Grafico em escala linear do log da concentragdo de
DNA e o numero do gcorrespondente. Fonte: [Adaptado]: Rebrikov & imafv, 2006.
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Uma boa reacdo deve ter eficiéncia entre 90 a 1to%espondendo aslope
de -3,58 e -3,10, respectivamente, e os fatoresrigentais que a influenciam mais
comuns sdo: a) tamanho, estrutura secundaria elmtCG do fragmento alvo de
amplificacdo e dos iniciadores da reacgéo, b) cdrmgies de reagentes fora da faixa
Otima da reacgédo e c) presenca de inibidores ngemézs e excesso de DNA na reacéo,
que podem gerar eficiéncia acima de 110%. (Busthotan, 2004; Wong & Medrano,
2005; Yuan et al., 2006; Life Technolodie2012).

1.5.1.3.5- Sensibilidade analitica ou Limite de detcao (LD)

A técnica de qPCR pode ser qualitativa, identifittaa presenca ou auséncia de
um alvo especifico, ou quantitativa, determinandquantidade do alvo presente na
amostra teste. Em ambos 0s casos, € necessatiabelesimento do LD (Raymaekers
et al., 2009). Ainda, a determinacdo deste par@metssencial para diversos setores
(Burns & Valdivia, 2008), como o de controle de lgiede aplicado a deteccéao de
contaminantes bacterianos em produtos bioldgicos.

A sensibilidade analitica pode ser expressa comdpque corresponde a
menor concentracdo do analito alvo que pode sectdelo, mas ndo necessariamente
quantificado como um valor exato, e distinguivelderesultado igual a zero (Saunders
& Parkes, 1999; Raymaekers et al., 2009; Farmaadpaiopeia, 2010). Este parametro
varia de acordo com diversos fatores como:

a) os procedimentos iniciais de amostragem, uma vezagescolha da fonte primaria
de onde sera extraido o DNA alvo pode estar dedead@nter inibidores de reacdo de
gPCR ou até mesmo estar contaminada com microrgasigue irdo competir com a
amplificacéo do alvo.

b) a extracdo de DNA, ja que podem ocorrer possiwidas durante o processo devido
a eficiéncia do kit de extracdo, que varia de azoaim a metodologia;

c¢) condi¢cBes de amplificacdo como concentracéo e whlenreagentes, ou até mesmo
temperatura de preparo das reagdes de qPCR (Buviadddvia, 2008).

Geralmente, quando um valor dg €obtido, a amostra testada € considerada
positiva. Entretanto, ha uma tendéncia crescentseeconsiderar uma amostra negativa
quando os valores estiverem acima de um valor de ewbitrario, ou seja, do LD.

Supde-se que o elevado valor dg € gerado por baixas quantidades de material
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genético alvo ou pela ligacéo inespecifica do fitamo a dupla-fira de DNA presente
na amostra (Burns & Valdivia, 2008).

Para estabelecer o LD é necessaria a construcaonedecurva-padrdo que,
dependendo da amostra a ser estudada, pode utilitaculas de DNA as quais podem
variar de 1 a 1 copias (Pfaff, 2004). Em relacéo ag @ amplificacdo, esse ponto de
corte corresponde ao ciclo em que a curva de dogu#o cruza dhresholdda reacao.
Portanto, de forma geral, as amostras cujas culwasnplificacdo apresentam valores
de G inferiores aocut-off sdo consideradas positivas, e as com valores istgser
negativas (Nutz et al., 2011; Farmacopeia Eurof®a 7

1.5.1.3.5.1- Curva-padréo

A construcdo de curva de padrdo permite deternanancentracao inicial do
DNA alvo da amostra, avaliar a eficiéncia da reagfavés do célculo dslope
calcular o coeficiente de correlacadF)R a intersecdo do eixo y. Para isso, é construido
um gréafico utilizando os resultados da amplificacde amostras contendo
concentragbes conhecidas do DNA alvo diluidos dendoseriada. O log de cada
concentragéo conhecida é plotado no eixo x emé&elag G correspondente no eixo y
(Figura 1.16B) (Life Technologi€s2012).

1.5.1.3.5.2- Coeficiente de correlacédo {R

O coeficiente de correlacdo3Ré uma medida que demonstra a capacidade do
valor encontrado no ensaio se correlacionar conoropcorrespondente na curva
padrdo. O R reflete a linearidade da curva, demonstrando auteapdo de
proporcionalidade entre os valores. ®ideal é igual al, porém geralmente 0,999 é o
valou maximo encontrado (Figura 1.16) (Life Teclgis’, 2012).

1.5.1.3.5.3- Intersec¢éo do eixo y

O valor de intersecdo no eixo y corresponde aotdinédrico maximo de
detec¢do de DNA alvo numa amostra, ou o valor gesperado se 0 menor nimero de
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copias de DNA alvo representado no eixo x tivegsglificado significativamente.
Apesar da metodologia de qPCR ser capaz de idmmtifima Unica cOpia de DNA, é
consenso especificar que a quantidade minima detdcvaria de 2 a 10 coOpias de
DNA. Adicionalmente, esse valor pode ser utilizgolra comparar os diferentes
sistemas de amplificacdo e suas amostras com eetas@nsibilidade do teste (Figura
1.16) (Life Technologi€s 2012).

Standaid Cuive Standad Curve
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Figura 1.13: Demonstrativo de uma curva padrédo deraplificacdo. A: A partir de uma amostra com
concentracdo inicial de DNA conhecida, foi feitaaudtiluicdo seriada para a construcdo a curva de
amplificacdo apresentandd=R0.999:Slope -3,3; Eficiéncia= 100,3: A partir da construcdo da curva,
pode-se calcular a concentracdo de DNA de amosteasonhecidas. Fonte: Arquivo padrdo de
amplificacdo de DNA residual do kiPrepSEQ™ Residual DNA Sample Preparatidhife
Technologie$).

1.6 - Deteccéo ddlycoplasmasp. €A. laidlawii em Bio-Manguinhos

A deteccdo deMycoplasmasp. e A. laidlawii € feita atualmente na SETBI
através da PCR convencional multiplex a qual atilim conjunto de 9 iniciadores que
amplificam olocus 16S ribossomal (16S rDNA), pois esta € uma regi@tservada
entre esses microrganismos (Uphoff; Drexler, 200@ng et al.,, 2007). Com esses
iniciadores é possivel detectar apenas 25 espdgesnicoplasmas, dentre uma
variedade de espécies que poderiam potencialmentanainar o ambiente laboratorial
ou os produtos produzidos por Bio-Manguinhos.

De forma a atender as exigéncias de qualidadeereaqs pela ANVISA e
OMS, e considerando o0s avancos tecnologicos pehognte em ensaios
biomoleculares, se faz necessaria a melhoria de teessdetecgdo dos microrganismos

pertencentes a claskllicutes
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Até o momento, ndo existe disponivel na literaturaensaio de gPCR que seja
capaz de detectar todas as espéciedMgeoplasmasp. e A. laidlawii conforme
preconizado pela FE 7.0. Entretanto, no mercadé dsponivel o kit comercial
MycoSEJ da Life Tecnologi€§ que detectdycoplasmasp. eA. laidlawii por gPCR
através do sistema de deteccdo SYEReen. Este produto é capaz de detectar até 0,4
UFC destes microrganismos, além de ter sido vadidpdra uso industrial (Life
Tecnologies, 2010). Em contrapartida, foi possauslisar apenas 100 amostras por
cada unidade de kit, que possui um custo elevada @aunidade. Adicionalmente,
apesar do certificado de validagao externa, eaistecessidade da validagao interna, em
gue 0s ensaios serdo realizados por cada produtap@sto acima tornaria inviavel a
adocéao do kit na rotina de controle de qualidade.

Considerando a importancia de Bio-Manguinhos na dygéo de
imunobiolégicos para fornecimento ao PNI e intelo@@mente, o presente estudo tem
como objetivo desenvolveén houseum protocolo de gPCR otimizado para a deteccéo
molecular deMycoplasmasp. eA. laidlawii em insumos, produtos intermediarios e
PAG da VFA, e em PAC da vacina de sarampo, caxwmtdéola, o qual atuara em
conjunto com o método de cultivo. Esta melhorianmp@é@a maior abrangéncia de

espécies, rapidez, praticidade, seguranca e efiai@o diagnodstico por este método.



2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral:

v

Desenvolver uma metodologia de gP@Rousepara a deteccao dycoplasmasp. e
A. laidlawii visando a melhoria da atual técnica utilizada nd BBEaplicada a

imunobiolbgicos e insumos de processos de Bio-Mahgs.

2.2- Objetivos especificos:

v

Prospectar um conjunto de iniciadores especifiena geteccdo délycoplasmasp. e
A.laidlawii recomendadas pela FE;

Otimizar as reacdes de gPUR housepara deteccdo d&lycoplasmasp. e A.

laidlawii;

Avaliar a especificidade dos iniciador@s silico e in vitro, utilizando bactérias
filogeneticamente proximas as bactérias da clddskicutes preconizadas pela FE
7.0;

Avaliar a capacidade dos diferentes conjuntos dmagtores de detectar, de forma

cruzada, as espéciesgcoplasmasp. €A. laidlawii.

Avaliar a capacidade dos iniciadores prospectadogiatectar outras espécies de

Mycoplasmasp. além daquelas recomendadas pela FE 7.0.

Estabelecer a sensibilidade analitica dos ensagg)RICRin house através da
determinacao do LD para as espécieblgieoplasmasp. €A. laidlawi;
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Estabelecer uma faixa dg para cada espécie Wy/coplasmasp. €A. laidlawii;

Avaliar a interferéncia das matrizes de imunobimdg e insumos de processos
produzidos por Bio-Manguinhos na deteccaoMieoplasmasp. eA. laidlawii por
gPCRIin house

Avaliar a influéncia dos kits de extracitfizard® SV Genomic DNA Purification
System(Promeg&) e PrepSEQ' Nucleic Acid Extraction Ki{Life Tecnologie§) na
deteccdo d&lycoplasmasp. €A. laidlawii em imunobiol6gicos por gPCIR house

Comparar o desempenho da gP@Rhousena detecdo dé&lycoplasmasp. eA.
laidlawii com a PCR convencional multiplex atualmente atdez na SETBI e o kit
MycoSEQJ (Life Technologie$);



3- METODOLOGIA

3.1- Selecao dos microrganismos

As cepas recomendadas pela FE para a validacdécdeas NAT que detectam
micoplasmas foram obtidas damerican Type Culture CollectioMTCC® e National
Collection of Type CulturedNCTC®: M. gallisepticum(ATCC 19610) M. orale (ATCC
23714) M. synoviad ATCC 25204) M. pneumoniadATCC 15492) M. fermentangATCC
19989) M. arginini (ATCC 23838) . laidlawii (ATCC 14089). Além disso, para 0s ensaios
de especificidade, sdo preconizados testes conérlzctfilogeneticamente proximas ao
géneroMycoplasma: Streptococcus pyoge(®$CC 14089)Clostridium sporogengdNCTC
12696) elactobacillus acidophiluATCC 11437).

A recuperacao das cepas foi feita na Secao deillEstde, Processamento e Insumos
(SEPIN), area também pertencente ao LACOM, porcaorento em caldo Frey. synoviag
e Hayflick (demais espécies de micoplasmas) fodoscpelo Setor de Meios de Cultivo
(SEMEC) / LACOM, com percentual de oxigénio e terapgra adequados para cada uma.
Apoés o cultivo, que varia de 7 a 35 dias, foi mmlia a contagem bacteriana em placa
utilizando microscopio 6ptico, sendo uma parte ddacuma das culturas distribuida em
garrafas estéreis de capacidade de 500 mL na doac@&n encontrada apds a contagem, e a
outra em aliquotas de 1 mL, na concentracdo de WERIYmL, em microtubos (Axygé&h

previamente identificados, dentro da cabine dersega bioldgica.

3.2- Extragéo de DNA

O DNA utilizado nos ensaios de qPCR com o protodoldhousee com o kit
MycoSE® (Life Tecnologie§) foi extraido a partir do cultivo direto dos mitagmas, dé.
pyogenes, C. sporogenesL. acidophilus com o kit comerciaPrepSEQ’ Nucleic Acid
Extraction Kit(Life Tecnologie$), parte integrante dblycoSE® (Life Tecnologie$) para a

extracdo de DNA, conforme as orientacdes do fafeéca
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Para a avaliacdo da interferéncia da matriz dosnatioldégicos e insumos de
processos, além do kiPrepSEQ Nucleic Acid Extraction Kit(Life Tecnologie$), foi
também adotado o kit comercllizard®SV Genomic DNA Purification SystéRromegg),
de acordo com as orienta¢gdes descritas na Ditatama (DI) 1245 adotada pelo SETBI para
a extracdo de DNA. Este kit foi usado com o intdicavaliar a capacidade do kycoSE®
(Life Tecnologie§) de detectar os micoplasmas mesmo com o DNA ext@partir de outro
kit que ndo o recomendado e para comparar a efiai@ntre os dois kits de extracao.

Apés a extracdo, o DNA foi armazenado a -20 °C diguetas de 40 pL em
microtubos de 1,5 mL (Axyg&) para evitar repetidos eventos de congelamento e

descongelamento que poderiam comprometer a quelttadaterial.

3.3- Prospeccéao dos iniciadores

A prospeccéo dos iniciadores foi realizada utildmras sequéncias gendmicas do
locus16S ribossomal (16S rDNA) das espéciedigeoplasmasp. eA. laidlawii descritas em
3.1, as quais foram selecionadas no banco de dmiios GenBanR (Basic Local Alignment
Search ToolNCBI®) e alinhadas através da ferramenmiéine Clustal OmeggEMBL-EBI®)
para a selecdo de regides compartilhadas entre més®rganismos.

ApoOs a escolha destas regides, os iniciadores fesgd@cionados e avaliadwssilico
com o programa IDT OligoAnalyzer 3.1 (Integrated ANechnologie8) em relacdo aos
seguintes parametros: tamanho, a previsado da tatuperde dissociacao (do ingléelting
temperature- Ty), conteddo CG e a energia necessaria para a fanae alcas e dimeros.
Paralelamente, foi avaliado tamanho do produto BFIER) que seria amplificado para néo
ultrapassar 200 pb, pois isso favorece o0 alcancel@®bo de eficiéncia da reacdao,
principalmente quando se utiliza o sistema de détecle SYBR Green. Além disso, os
fragmentos candidatos foram selecionados de formad@ conterem bases puricas e
pirimidicas iguais repetidas em sequéncia, poiaseatimentam a chance de formacédo de
dimeros (Saiki, 1989; Raymaekers et al., 2009; T&ehnologie$, 2012).

Além do cumprimento dos requisitos acima destagade iniciadores devem ser
especificos pardycoplasma e para isso, as regides selecionadas do 16S r@dé$Aoito
espécies preconizadas pela FE 7.0 foram tambémadiis com as sequéncias do mesmo
locusde S. pyogenesC. sporogenes L. acidophilusobtidas no GenBarffkNCBI®), sendo

excluidas aquelas encontradas em comum.
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Apols a prospeccdo e a selecdo dos iniciadores epgms avaliadosn vitro, foi
realizada uma busca na ferrameotdine BLASTn® (NCBI®) para verificar a existéncia de
outras espécies de micoplasmas que também podegianietectadas pelos oligonucleotideos,
contribuindo assim para o aumento da cobertura oeorganismos, ou para descobrir
possiveis pareamentos indesejaveis com outrasridactgie prejudicariam a especificidade

dos ensaios.
3.4- Reconstituicdo dos iniciadores

Os iniciadores foram fabricados pela empresa Léehfologie8 contendo 130.000
pmol sob a forma liofilizada. Estes foram recongtibs com 650 pL de Tampéao TE pH 8,0
(Life Technologie$), deixando-os na concentracéo de estoque de200L.

A concentracéo da solucao de trabalho adotadaapadronizacdo da gPGRhouse

foi de 10nM/uL, e para os ensaios multiplex der@@/uL, conforme descrito na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Composicdo das solucdes de trabalho dimciadores utilizados nos ensaios de qPCR
com o protocoloin house

. Composicao
Solugdo de trabalho gmol/uL) Solucéo estoque (209mol/uL) Agua de injecdo
10 12,5 uL 237,5pL
80 40 pL 60 pL

3.5- Reacdes de gPCR

Os testes de qPCR com o protocdo housee com o kit MycoSE@ (Life
Technologie8) foram executados no aparelho 7500 Fast Real*T{iriée Technologie$),
que possui pacote de calibracdo e qualificacddasgante atualizado, utilizando o sistema
de deteccdo SYBRGreen (Life Technologi&$ e perfil de amplificacéo conforme o descrito
na Tabela 3.2. Thresholdfoi fixado automaticamente em 0,2 pelo prograftauSE®
(Life Technologie8) em que os ensaios de gPCR foram relizados.

Os ensaios com o0 protocoim houseforam realizados com volume final de 10puL,
utilizando 5uL de SYBR Green 2X (Life Technologi&}, 1 uL de amostra teste ou agua,
iniciadores em concentracéo a ser definida e dguajel;do para completar o volume (Tabela
3.3). Este volume foi limitado a 10 puL devido a midade de reagente disponivel, além de

ser uma quantidade rotineiramente utilizada embe=ade gPCR (Matsuki et al., 2004).
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Tabela 3.2: Perfil de amplificacdo adotado para asacdes de gPCR com o protocolm housee com o kit
MycoSEC.

Etapa da qPCR Temperatura Tempo (min.) Numero de ciclos
Desnaturacéo 95°C 10:00 1
Desnaturacéo 95°C 00:15 40

Pareamento e extensdo 60°C 01:00
95°C 00:15

Curva de dissociacao
60°C 01:00

As reacdes do kiMycoSEQ@ (Life TechnologieS) foram preparadas com volume
final de 15pL, contendo 7,5uL de Power SYBRreen Master Mix 2X, 1,5uL de
Mycoplasma Real Time Master Mix 10X, de 1 a 5 pLadeostra teste e controle negativo
(agua) para completar o volume (Tabelas 3.4 e Barha o controle positivo de reacéo, 2 uL
de controle positivo do kiMycoSEQ™ Discriminatory Positive ControBPC (1000
copias/uL) foi adicionado como a amostra.

O preparo das reacdes de ambos os protocoloifoi ém temperatura ambiente,

conforme permitido pelos fabricantes dos reagentes.

Tabela 3.3: Composicao das reacdes do protocatohouse

Reagentes Quantidade (1 reacao)
Agua livre de nucleases A completar

Solucdo SYBR Green Master Mix 2X T

Iniciador senso 10 pmol/mL A definir*

Iniciador anti-senso 10 pmol/mL A definir*
Total Mix 9uL
DNA ou agua (controle negativo) dL
Total 10 pL

* volume a ser definido nos ensaios de otimizacéo.

Tabela 3.4: Composicdo do premix utilizado nas redes do kitMycoSE@ (Life Technologies).

Reagentes Quantidade (1 reacao)
Power SYBR® Green Master Mix 2X &
Mycoplasma Real Time Master Mix 10X w5

Total Premix 9puL
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Tabela 3.5: Composicdo das reacdes do kitycoSEJ (Life Technologies).
Composicao (vol. final 15uL)

Reagoes Pré-mix Amostra teste  Controle negativo (dgua) Controle positivo
Controle negativo aL - 6 uL -
Amostra teste aL luL 5uL -
Controle positivo QL - 4ul 2uL

3.5.1- Otimizacdo de concentracao de iniciadores

Em reacBes de amplificacdo por gPCR com o mix dBRS Green (Life
Tecnologies) ndo ha a necessidade do estabeleci@ntconcentracdes ideais de cloreto de
magneésio e de outros componentes do mix de uma BG&Ryez que a propria solugdo com o
fluoréforo j4 € fornecida com todas as proporcodisnipadas para a reacdo (Life
Technologies, 2015a).

Apesar de ser recomendada a otimizacdo da temaperaleal de anelamento dos
iniciadores (Bustin et al., 2009), esta foi manta 60 °C pois esta € a temperatura étima de
funcionamento da enzimfsmpliTad’ Fast DNA Polymerasgife Tencnologies, 2015b).

Para o estabelecimento das reacfes de gP@G8use as concentracbes de 1 uM, 800
nM, 600 nM, 400 nM e 200 nM de um par de iniciadgpeospectado foram testadas para a
deteccao de 25, 5 e 0,5 UFC do microrganismo aivoduplicata, conforme a figura 3.1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 25 25 5 5 0,5 0,5 M1
B 25 25 5 5 0,5 0,5 M2
C 25 25 5 5 0,5 0,5 M3
D 25 25 5 5 0,5 0,5 M4
E 25 25 5 5 0,5 0,5 M5
E
G
H

Figura 3.1: Modelo de reacdo para otimizacdo de coentracdo dos iniciadores das reacdes de qPGR
house utilizando 25, 5 e 0,5 UFC de um microrganismo atv Legenda: M1 a M5- controle negativo de
amplificacdo com 1M, 800 nM, 600 nM, 400 nM e 200 nM de iniciadomespectivamente;
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Foi escolhida a maior concentracédo de oligonuaeot que poderiam ser utilizados
na reacdo de gPCR housesem que houvesse a formacgéo de dimeros chppedxima a do
produto especifico alvaom G, abaixo de 35 e com valor dérn igual ou superior ao do
produto especifico.

A partir dos resultados obtidos, as duas maioresesdracoes que obedeceram o0s
critérios acima seriam testadas com os outros ntgude oligonucleotideos da gP@R

house de forma a otimizar gastos e tempo.

3.5.2- Ensaios de especificidade

3.5.2.1- Andlisan silico

A especificidade dos pares de iniciadores prosgestdoi avaliadain silico na
ferramentaonline BLASTn® (NCBI®) através da anélise do percentual de similariceue
eles e as sequéncias genémicas publicadas no GéhBeEBI®) da regido 16S rDNA
pertencentes as bactérias do gér@reptococcusLactobacilluse Clostridiumsp., as quais
sao recomendadas peRE 7.0 para esse tipo de ensaio, pois Sd0 microrganismos

filogeneticamente relacionados as espéciddytmplasmasp. eA.laidlawii.

3.5.2.2- Ensaion vitro

3.5.2.2.1- Ensaios cor. orale, M. synoviae M. gallisepticum M. pneumoniae

Os ensaios de especificidaidevitro por gPCR com protocolm housepara detecgao
de micoplasmas foram realizados conforme a figu&a Bilizando os iniciadores na
concentracdo estabelecida nos ensaios de otimizacdlo uL de DNA extraido na
concentracdo correspondente a 100 UFC/uL, de ayura deS. pyogened.. acidophilluse
C. sporogenesem triplicata. Além disso, foi testado ymool dessas trés espécies com DNA
totalizando o correspondente a 100 UFC. Como clenpasitivo de reacéo para o protocolo
in housefoi utilizado, em duplicata, 1 pL de DNA extraide cultura pura de um dos
micoplasmas especificos para cada conjunto deaduoci M. orale M. synoviag M.

gallisepticum M. pneumoniag em concentracdes diversas acima de 10 UFC/uL.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | Strep | Strep | Strep Strep | Strep | Strep

B Lact Lact Lact Lact Lact Lact

C | Clost | Clost | Clost Clost | Clost | Clost

D | Pool Pool Pool Pool Pool Pool

E

F MO MO MG MG

G

H CE M1 CE M2

Figura 3.2: Ensaio de qPCR para avaliacdo de espécidade de M. orale, M. synoviage M. gallisepticum

M. pneumoniae O DNA correspondente a 100 UFC Sigoyogenes, C. sporogenes. acidophilusfoi testado,
individualmente e em triplicata, por gPCR utilizands iniciadores prospectados para a avaliagdo de
especificidade. Legenda: Strep: pyogenesLact: L. acidophilus;Clostr. C. sporogenesPool DNA de S.
pyogenes, L. acidophilus C. sporogenesotalizando 100 UFC; MOM. orale MG: M. gallisepticum CE:
controle extracéo de extragdo; M1: controle negaliz’ qPCR do mix 1 contendo iniciadores especifieoaM.
orale; M2: controle negativo de gPCR do mix 2 conterdoiadores especificos pava gallisepticum.

3.5.2.2.2- Ensaios corA. laidlawii

Para a escolha do melhor conjunto de oligonucleotighara a espédie laidlawii, foi
realizado um ensaio preliminar de amplificacdo d¢F& desta bactéria e de 100 UFCSle
pyogenesL. acidophilluse C. sporogenesem duplicata, com os iniciadores na concentracao
de 600 nM (Figura 3.3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Strep | Strep Strep | Strep Strep Strep Strep | Strep
B Lact Lact Lact Lact Lact Lact Lact Lact
C | Clost | Clost Clost | Clost Clost Clost Clost | Clost
D
E AL AL AL AL AL AL AL AL
F
G
H CE M1 CE M2 CE M3 CE M4

Figura 3.3: Ensaio preliminar de gPCR para avaliacé de especificidade dos iniciadores para a deteccdo
de A. laidlawii. Legenda: StrepS. pyogened.act: L. acidophilus;Clostr. C. sporogenesAL: A. laidlawii; CE:
controle negativo de extracdo; M1 a M4: controlgatiwo de amplificacdo dos quatro mixes preparanios
diferentes conjuntos de iniciadores.
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Os dois melhores conjuntos foram selecionados dedaccom a capacidade de
detectarA. laidlawii com menores valores de, € com formacédo de picos Unicos durante a
andlise da curva de dissociagdo. Além disso, nosai@ com as trés bactérias
filogeneticamente proximas aos micoplasmas foramsiderados os melhores pares de
iniciadores os que apresentaram maiores valorés, @eauséncia de picos, ou presenca de
picos inespecificos, durante a analise da cundgisseciacao.

Em seguida, foi realizado um ensaio multiplex @aescolha do par de iniciadores de
A. laidlawii utilizando DNA correspondente a 5 UFC Aelaidlawii e 100 UFC deS.
pyogenes L. acidophillus e C. sporogenesem duplicata, juntamente com 0S outros
iniciadores prospectados para o restante das espdeMycoplasmasp. recomendadas pela
FE 7.0 (Figura 3.4).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Strep | Strep Strep | Strep
B Lact Lact Lact Lact
C | Clost | Clost Clost | Clost
D
E AL AL AL AL
F
G
H CE M1 CE M2

Figura 3.4: Ensaio multiplex para a escolha dos iniadores para a deteccédo dé. laidlawii por gPCR in
house Legenda: StrepS. pyogened act: L. acidophilus;Clostr. C. sporogenesAL: A. laidlawii; CE: controle
negativo de extragdo; M1 e M2: controle negativoadw®lificacdo dos dois mixes preparados com difesen
conjuntos de iniciadores.

3.5.2.2.3- Ensaios de exclusividade

Além disso, foram realizados testes de exclusiedagim que foi avaliada a
capacidade de cada par de iniciadores de dete¢arforma cruzada, as espécies de
micoplasmas recomendadas pela FE 7.0 para os gsi@s ndo haviam sido desenhados

especificamente (Figura 3.5).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A MO MO MO MG MG MG AL AL AL
B MS MS MS MP MP MP
C M1
D
E MO MO MO MG MG MG AL AL AL
F MS MS MS MP MP MP
G
H M2

Figura 3.5: Modelo de ensaio de gPCHhh housepara avaliacdo de reacdo cruzada entre dois conjuns de
iniciadores do protocolo in house e cinco espécies de micoplasmakegenda: MO:M. orale MS: M.
synoviae MG: M. gallisepticum MP: M. pneumoniaeAL: A. laidlawii; M1 e M2: controle negativo de gPCR
do mix 1 e 2, que contém diferentes pares de bhices, respectivamente.

A especificidade dos iniciadores desenhados pgRCRin housefoi determinadan
vitro frente a auséncia de amplificagéo ou formacéo oeéupo inespecifico, por analise dg C

eTm.

3.5.3- Ensaios de Limite de Deteccéo (LD)

3.5.3.1- Obtencao de controles positivos

A obtencédo dos controles positivos de cada um é@My/coplasmefoi realizada no
Laboratério de Tecnologia do DNA Recombinante (LAR)Ele Bio-Manguinhos.

O sistema de vetor plasmidigiGEM®-T Easy Vector Systenis(Promeg§) foi
utilizado, conforme orientacdo do fabricante, paiatroducdo do inserto correspondente as
sequéncias génicas diocus 16S rDNA de cada um dos microrganismos utilizgolas o
desenho dos iniciadores.

O DNA extraido de cadaVycoplasma foi amplificado com os iniciadores
prospectados por PCR convencional no apar@eaeAmpP PCR Systen®700 (Applied
BiosystemS§), em volume de 25 pL, contendo: I3oloress Go-Tag Flexi Buffer (5X
Coloress Go-Tag Flexi Buffer Promeg8), 2 mM de cloreto de magnésio (Mg@5mM,
Promegg), 200 uM de cada nucleotideo (dATP, dGTP, dTTEER} 100 mM Invitrogef),
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1 pmol/pL dos iniciadorese 0,5 U Go-Tad® DNA Polimerasg5 U/uL deGo-Taf DNA
Polimerase Promeg8) (Tabela 3.7).

Tabela 3.6: Composicao das reacdes de PCR para chgem.

Reagentes Quantidade (1 reacao)
Agua livre de nucleases 59
5X Coloress Go-TdyFlexi Buffer 5uL
MgCl, 25 mM 2uL
Mistura de dNTP’s 10mM AL
Iniciador senso 10 pmol/mL 28
Iniciador anti-senso 10 pmol/mL 2uh
5 U/uL de Go-Tafi DNA Polimerase 0,iL
Total Mix 20 uL
DNA ou agua (controle negativo) oL
Total 25 puL

O perfil térmico adotado para a PCR convencionalfs°C por 10 minutos; 40 ciclos
de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundds °€ por 30 segundos; 72 °C por 10
minutos. Posteriormente, 5uL dos produtos foranm&tiolos a corrida eletroforética em gel
de agarose 4% a 100 V por 40 minutos, corado comL6de 10000 X GelRé&d
(Uniscienc&) aplicado diretamente na matriz.

A purificacdo dos produtos de PCR foi feita comibWizard® SV Gel and PCR
Clean-Up SystertPromeg8), e quantificados por fluorimetria coBubit® dsDNA HS Assay
Kit (Life Technologie$), conforme instrucdes dos fabricantes. A quanédaecessaria de
produto de PCR para as reacgfes de ligacédo foiladkule acordo com a férmula abaixo, na

razao inserto:vetor de 3:1 (Figura 3.6).

ng do inserto =g do vetor x kb do inserto x razdo inserto:vetor

kb do vetor
Figura 3.6: Formula para céalculo da massa do inseotpara realizar a clonagem.

A etapa de transformacéao foi realizada em bacterieoli TOP10 eletrocompetente
(Life Technologie®) através de eletroporacdo em eletroporador Midseplf da Biorad —
Cuveta 0,2 cm/programa Ec2 — e plagueadas em 2@enmheio de cultura S.O.C.aditado com
10 pg/mL de amplicilina, 0.5 mM de IPTG e 8fmL de X-Gal (100 mg 5-bromo-4-cloro-3-

indoxil-p-D-galactosidase em 2mL de N,N’-dimetil-formamida).
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As coldnias brancas foram coletadas com pontstexriee ressuspendidas em 20 pL
de agua estéril, dos quais 5 pL foram utilizadaa paconfirmacdo da clonagem por PCR de
colonia, e 10 pL para o cultivo em 8 mL de meio.6.@om 100 mg/mL de ampicilina por
16 horas sob agitacao de 200 rpm a 37 °C.

O DNA plasmidial dos clones positivos foram isoladte 8 mL do cultivo pelo kit
High Pure Plasmid Isolation Kit(Roch&) e quantificados por fluorimetria. Para a
confirmacdo da orientacao do inserto, 1@0de DNA plasmidial foi utilizado para a reacao
de sequenciamento realizada no 3500 Geknetic Analyzer(Life Technologie§) com
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kifife TechnologieS). Os 2 mL restantes
foram distribuidos em aliquotas para congelamedpado em nitrogénio liquido e posterior
estoque a - 80 °C.

Um dos clones positivos sequenciados de algun@cies deMycoplasmasp. foi
selecionado para o cultivo em 100 mL a 37 °C pohdi@s, sob agitacado de 200 rpm, para a
obtencdo de grande quantidade de massa plasmijdialfoi extraida pelo kiPureYield"
Plasmid Maxiprep Syste(Promeg8).

Devido a necessidade de linearizacdo dos plasmflasa melhora da eficiéncia da
reacdo, a enzima de restrigiiool (Promeg8) foi utilizada de acordo com as instrucées do
manual, e a confirmacdo da digestdo foi feita @sade corrida eletroforética de 2 pL de
produto digerido em gel de agarose a 1% a 100V4paminutos e corado com solucéo de
GelRed™ 3X (Uniscienc®). Apds a digestéo, os DNA recombinantes foramfigados com
o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up SystéPnomeg8), quantificados por fluorimetria e
o calculo do numero de copias/pL foi realizado derdo com a seguinte formula (Figura
3.7):

N° de copias/pL = DNA (g/uL) x 6,022x £dmoléculas/mol)
Comprimento do fragmefub) x 649

Figura 3.7: Formula para calculo do nimero de cépiade DNA/UL obtidas apés a clonagem.

3.5.3.2- Desenho experimental dos ensaios de LD

O LD foi estabelecido a partir da constru¢cdo deasH#padrdo com 0s controles positivos,
em cinco replicatas utilizando oito diluicbes s#aiside fator 10, a partir de’1€0pias de DNA
(Figura 3.8).
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100 | 100 | 10° | 100 | 10° | 10° | 10° | 10® | 10° | 10°
100 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10" | 100 | 10" | 10 | 1O
10° | 10°0 | 10° | 10° | 10° | 10F | 100 | 10° | 10° | 107
10t | 10 | 10" | 100 | 10" | 1 | 10 | 1 | 10 | 10

E
F
G
H M1

Figura 3.8: Ensaio de LD comM. arginini utilizando DNA plasmidial. Legenda: MA:M. arginini; M1:
controle negativo de amplificacéo.

Para verificar a relagéo linear, foram utilizada&odos estatisticos para determinacgao
do coeficiente de correlacdo %jRinterseccdo com o eixo Y, coeficiente angulama
residual dos quadrados minimos da regressao lendasvio padréo relativo, os quais foram
calculados pelosoftware AccuSE® (Life TechnologieS) a partir das curvas-padrdo
construidas para cada microrganismo nos ensaiddé-oi considerado como o critério
minimo aceitavel o valor de?R0,98 (Brasil, 2003a).

Para estabelecer a faixa especificalTgede cada espécie ddycoplasmasp. eA.
laidlawii amplificada por gPCRn house foi realizado o calculo da média e desvio-padréo
dos valores obtidos em todas as replicatas positiva ensaios de LD.

3.5.4- Comparacdo de desempenho do protocolo de gRGn house com o do kit

MycoSE (Life Technologie§) e com PCR multiplex convencional

Os ensaios de qPCR houseforam realizados a partir de uma curva-padrdo com
DNA extraido de cultura pura de 25, 10, 2 e 0,4 UdCM. orale, M. synoviae, M.
gallisepticum, M. pneumoniaeA. laidlawii, em triplicata. As mesmas amostras de diluicdes
de DNA utilizadas no ensaio anterior foram testa@ms triplicata, por qPCR com o kit
MycoSE@ (Life TechnologieS) (Figura 3.9) e por PCR convencional multiplex com

iniciadores utilizados na rotina da SETBI.
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A deteccdo deMycoplasmasp. e A. laidlawii com o kit MycoSE@ (Life
Technologie$) foi realizada de acordo com os critérios espeaifos no produto, conforme

descrito na tabela 3.8.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | MOa | MOa | MOa | MOb | MOb | MOb | MOc | MOc | MOc | MOd | MOd | MOd
B
C CE M1
D
E MOa | MOa | MOa | MOb | MOb | MOb | MOc | MOc | MOc | MOd | MOd | MOd
F
G
H CE M2

Figura 3.9: Ensaio de gPCRn housee com o kitMycoSE(j‘5 (Life Technologie$) de 25, 10, 2 e 0,4 UFC de
M. orale. Legenda: MOa: 25 UFC dd. orale MOb: 10 UFC deM. orale MOc: 2 UFC deM. orale MOd: 0,4
UFC deM. orale CE: controle negativo de extracdo; M1 e 2: cdatrmegativo de gPChR housee do kit
MycoSE@ (Life Technologie$), respectivamente.

Tabela 3.7: Interpretacdo dos resultados aplicadoas ensaios com o kiMycoSEQ (Life Technologie$)
Fonte: [adaptado] ProtocoMycoSE® (Life Technologie$).

Sinal de fluorescéncia do T, do alvo entre 75 e 85 °C Tm inespecifico

SYBR® Green e valor derivativo > 0,1 <75°C Resultado
Presente, £< 36 Presente Ausente Positivo
Presente, £< 36 Presente Presente Positivo
Presente, £< 36 Ausente Presente Possivelmente negativo
Presente, mas,G 36 Presente Ausente Possivelmente positivo
Presente, mas,G 36 Presente Presente Possivelmente positivo
Presente, mas,G 36 Ausente Ausente Possivelmente negativo
Presente, mas,G 36 Ausente Presente Possivelmente negativo
Ausente Ausente Ausente Negativo
Ausente Ausente Presente Negativo

3.5.5- Avaliacédo de interferéncia de matriz

3.5.5.1- Vacina de Febre Amarela

Aliquotas de 1 mL de suspenséo viral (lote 113FSNE@ PAG (lote 114VFA003)
de vacina de febre amarela, livres de contaminpg@idycoplasmasp. eA. laidlawii pelo
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método de PCR multiplex convencional implementadoSETB| foram utilizadas para
avaliar a interferéncia de seus componentes nagaiedesses microrganismos por qPCR
com o protocolan house

Parte das aliguotas de cada produto foi contamird@ldorma independente, com
cultura pura dé. orale e A. laidlawii, e juntamente com as aliquotas livres de contagma
foi realizada a extracdo de DNA com o KitepSEQ' Nucleic Acid Extraction Kit(Life
TecnologieS), ou comWizard® SV Genomic DNA Purification Systgfromeg8) - para
avaliar a influéncia do kit de extragdo nos resla$a, de acordo com as recomendacdes do

fabricante, seguindo o esquema geral abaixo (Fi§@):

Amostra
(aditada ou sem adigdo)

ou ; T | —

Q@

, Sobrenadante
— = | £ Extraciio de DNA

v g
Vv j das fracoes
Ny
‘ Pellet

Cultura pura de \
Myeoplasma sp. ou A. laidlawii *

Amostra
(aditada ou sem adicdo)
. S
ou 1 — Extracio de DNA da mafriz total
..j

Cultura pura de
Mycoplasma sp. ou 4. laidlawii

Figura 3.10: Desenho experimental do ensaio paratado de interferéncia de matriz.

Antes da extracdo de DNA, o sobrenadantpediet foram obtidos a partir de
centrifugacdo a 16000 g por 15 minutos a 4 °C em microcentrifugapendorfmodelo
5430R. Adicionalmente, além dos ensaios com gddsadas amostras, foi também testada a
matriz total de suspensdo viral, isto €, sem quedsse a centrifugacdo apos a contaminacao,
em diferentes volumes (500, 400, 300, 200 e 100 pL)

Apos a extracdo de DNA, foi realizada a amplificag®r qPCR, em duplicata ou
triplicata dependendo do ensaio, com os iniciaddoeprotocolan houseconforme descrito
nas tabelas 3.3 e 3.4, seguindo o modelo da figdda
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A interferéncia das matrizes de suspenséao virah® Pi avaliada de acordo com a
ocorréncia da inibicdo da reacéo de qHGRouseatravés da avaliacdo dogs@btidos na
amplificacdo da amostra aditada e na mesma qudetida cultura pura de micoplasma
utilizada na contaminagdo dessa amostra. Além difsam analisadas as curvas de
dissociacdo das reacdes em relacao a formacacaegsuas respectivasg.

Matriz Matriz Matriz

A total total total Sobrenadantg Sobrenadante Sobrenadante Pellet | Pellet | Pellet

B

C Ntlgltt;ilz Ntlgltt;ilz Ntlf;tt;ilz Sobrgnadante Sobrgnadante Sobrgnadante P(_ellet P(_ellet P(_ellet
aditada | aditada | aditada aditado aditado aditado aditado | aditado | aditado

D

E e e e sobr'ZIr?adante sobrgr%dante sobrlzlr?adante p'\gl(ljet p'\gl(ljet p'\gl(ljet

F

G

H CE Mix

Figura 3.11: Modelo de placa para ensaio de gPCR etfriplicata para avaliacdo de interferéncia de matiz
total ou das fracdes (sobrenadante pelle) de suspensdo viral ou PAGLegenda: MO:M. orale CE:
controle negativo de extracdo e Mix: controle niegade amplificacéo.

3.5.5.2- Soro fetal bovino

Duas aliquotas de soro fetal bovino livres de cuirtagdo poMycoplasma sp. eA.
laidlawii foram utilizadas para a avaliacao da interferédeigua matriz nos ensaios de qPCR
in house

Uma delas foi contaminada cof laidlawii, e juntamente com a aliquota livre de
contaminacgdo, foram centrifugadas a 1600 por 15 minutos a 4 °C em microcentrifuga
EppendorfModelo 5430R para obtencéo pellet e posterior extracdo de DNA com o kit
MycoSE@ (Life Technologie§). Como controle positivo foi utilizado pellet de cultura
pura deA. laidlawii na mesma concentracdo daquela utilizada na cordgéordo soro.

O ensaiain vitro foi realizado em duplicata, coos iniciadores prospectados para a
deteccao d@. laidlawii por gPCRnN house conforme modelo da figura 3.12.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Pellet Pellet

Pellet Pellet
aditado | aditado

AL AL
pellet pellet

G

H CE Mix

Figura 3.12: Avaliacdo da interferéncia dgpelletde soro fetal bovino na detecgéo d&. laidlawii por gPCR
in house Legenda: ALA. laidlawii; CE: controle negativo de extracdo; Mix: contnoégativo de amplificacéo.

3.6- Andlise estatistica

Foi realizada a andlise descritiva dos dados ardeécélculo de média e desvio-
padréo no programa Excel (Microsofdffice 2007) para obtencdo dos valores médiosde C
e Tm entre as replicatas dos ensaios de gCRousee com o kitMycoSEQ (Life
Technologie$).

Para avaliar a eficacia na deteccadvjeoplasmasp. eA. laidlawii nos ensaios de
comparacdo entre qPCR com o protocao house e com o kit MycoSE@ (Life
Technologie®) foi realizada a anélise estatistica através dtetde Manny- Whitney no
programa R versao 2.11.1 (2010-05-31), considerandmtervalo de confianca de 95%.



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Prospeccéao dos iniciadores

A primeira etapa para o desenvolvimento de uma aoéigia de gPCRn houseé a
escolha da regido alvo a ser amplificada (Raymaekeral., 2009). A prospeccao dos
iniciadores envolveu a escolha de uma regido ajpiigprque fosse conservada entre as
espécies déycoplasmasp. eA. laidlawii (Teyssou et al., 1993; Kuppeveld et al., 1994;
Gopalkrishna et al., 2007). Dentre alguns marcadditegenéticos podem se destacar os
genes de fator de elongamento EF-) (Kamla et al., 1996; Schneider, 1997), da pratein
de choque térmico hsp70 (Falah & Gupta, 1997), ddemas ribossomais conservadas
(Gundersen et al., 1996), além das sequénciagémieas de 16S/23S rDNA (Smart et al.,
1996; Harasawa et al., 2000; Chalker & BrownlieQ420

Apesar de essas regifes serem conservadas ertiectasias da clasddollicutes
algumas apresentam variacdes entre cepas relaao(@dndersen et al., 1996; Smart et al.,
1996; Kamla et al., 1996; Razin et al., 1998). Remtaidos de filogenia, a utilizacdo desses
loci apresentaria vantagens, jA que seria possiveteddi@ar espécies muito similares
(Gundersen et al., 1996; Smart et al., 1996; Kastlal.,, 1996; Razin et al., 1998). No
entanto, para a prospeccao de iniciadores a setiimados em uma reacdo de qPCR, a
selecdo de untocus conservado entre as espéciedeoplasmasp. eA. laidlawii seria o
melhor cenario, uma vez que a utilizacdo de umalpar de oligonucleotideos que pudesse
detectar todas as espécies de micoplasmas predasigala FE 7.0 minimizaria a dificuldade
de padronizacdo da técnica e implicaria em mergas®s para a sua implementacao.

O gene 16S rDNA é uniocus conservado entre organismos filogeneticamente
relacionados como bactérias pertencentes a um mgdneso (Woese, 1987; Weisburg et al.,
1991; Ludwig et al., 1998; Brown et al., 2007). Eedorma, essa regido € comumente
adotada ndo apenas para estudos de filogenia,amdsmn como alvo para a deteccdo de
bactérias em amostras clinicas, produtos farmao&utiu no ambiente laboratorial (Uphoff &
Drexler, 2002; Gopalkrishna et al., 2007, Deutsaimmet al., 2010, Tabatabaei-Qomi et al.,
2014).
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De acordo com as figuras 4.1 a 4.4, foi possivekotar varias regides do 16rDNA
em comum entre 0os micoplasmas que poderiam searadfls para a prospeccado dos
iniciadores. Apesar da selecdo de diversos paresligenucleotideos que apresentavam
100% de similaridade com os micoplasmas, muitaanfiodescartados apds analisesilico
devido: a) fragmento amplificado maior do que 200 pFigura 4.1), b) alta
complementariedade entre eles, com a formacao rderaé com mais de quatro ligacdes
entre os iniciadores e/ou com W& abaixo de -9 kcal/mol (Figura 4.2), o que difiaub a
disponibilidade dos iniciadores para a etapa deegmaento ao DNA alvo, tamanho
estabelecido na literatura como ideal para umadcede qPCR, c) formacédo de alcas em
temperaturas acima de 37 °C, o que poderia dificaltigacdo entre o iniciador e o DNA e
afetar por conseguinte, a eficiéncia da reacaa(&ig.3), d) diferenca di, entre eles acima

de 5 °C, o que poderia prejudicar a eficiénciaedado (Figura 4.4).

M3 --ATCTAAGGAGRCTGCCCGR

GTAATIGGGRAGGRAGGTGGEGEACGRCGTC
MF GRCTCTRRAGGRGRCTGCCCGR G

CGEGAGGAAGETGGHEATGACGTC

5° MH GACTCTAGRAGATACTGCCTGEGTARCCAGE—-——— - -RAGGRAGGTGEGEACGRCETCE 37
MO GACTCTAGRGATACTGCCTIGGGTARCCGEGA-—————————~ GGAAGGTGGGEATGRCGTC
ML GACTCTAGAGAT ACTGCCTGGGTARC TGGGAGERAAGTGEGAGGAAGET GEGEATGRCGTC
AL -CIGCCAGT GATARRTTGGAGGRAGET GGGEATGACGTC
MP ----CIRATGCRRRTTGGAGGRAGGARGGEATGACGTC

M A ———— CCRRCGTRAAGTTIGGAGGRARAGGT GEGEATGACGTC
FkkkkEa  KEkEkE KREERF

M5 AR TCRTCATGCCTCTT ACGAGI GGG GCARCACACGTGCTACRRTGGACGATACARAGAG
MF AR T e T e TGCCTCTT ACGAGT GGG GCARCACACGTGCTACARTGECCGETACARRGAG
MH BRRRTCRTCATGCCTCTTACGRAGT GGG GCRRCACRCGTGCTACRRTGEGTCGETACRRRGAG
MO BRRTCRTCATGCCTCTTACGRAGTGEEGCTRACACRCGTGCTACRRTGEGTCGETACRRRAGAG
ML AR TCRTCATGCCTCTT ACGAGTGEEGCAR CACRCGTGCTACARATGEGTCGETACALRRAGAG
AL AR TCRTCATGCCCCTTATGACCTGEGCTACARACGTGATACRR TGGCT GGARCARRAGAG
MP AR T e T CATGCCCCTTATGT CTAGE GCTGCARRCGTGCTACARTGGCCARTACARRCAG
MG AR TCATCATGCCCCTTATGT CTAGEGCTGCARACGTGCTACARTGGCCARTACRRRCAG

Ehkkkhkkk krhkhk d Hhkkhk ko Fhhkkr Kk dhkhkhkd hhkhkdhk kAR Ltk EEFE kR
M5 RAGCRRR A TAGTGATATCARGCARRTCTCARRRR A TTCGTCTCAGTICGGATT GTAGTCT
MF RRGCGRAGTGET GRCATGGAGCARRCCTCARRAR A COGETCTCAGTICGGATTIGTAGTCT
MH RRGCRRATATGET GACATGGAGCARATCTCARRAA A COGATCTCAGTTICGGATT GRAGTCT
MO AAGCAATAIGGCGA"AIGGAGCAAAI"I"BBABAGCCGAI"T"AaTICGGAIIaBAaTuI
Ma RRAGCRARTATGGCGACATGGAGCARAT CTCARRRRGCCGATC GITCGGAITGGAGTCT
AL RRGCRATAGEET GRCCTGGAGCGARACTCACARAR RCAGTC GITCGGAITGGAGTCT
MP ICGCCAGCTTIGT AR R A GTGAGCARR - TCTGTARAGTIGE ICTCAGTICGERAT T GAGGECT
MG ITGCARATCCGT ARGETEEAGCTAR - TCTGTARAGTIGE ICTCAGTICGGAT T GAGGEGCT

T EE % * % JEE R ok T T T T T
M35 GCRRCTCGRCTACRTGRAGTCGGRAT CGCTAGTARTCGT AGRTCAGCT ACGCTRACGET GR
MF GCRARCTCGRCTACATGRARGTCGERAT CGCTAGTARTCGT AGRTCAGCT ACGCT RACGET GR
MH GCARCTCGACTTICATGARGTCGERAT CGCTAGTARTCGT AGRTCAGCT ACGCT RCGET GR
MO GCARTTCGACTTICATGRARGTCGERAT CGCTAGTARTCGCAGRTCAGCT ACGCT GEGET GR
M GCAATTCGACTCCATGARGTCGGART CGCT AGTAATCGC AGATCAGCT ACGCT GEGET GA
AL GCAACTCGACTCCATGARGTCGGART CGCT AGTAATCGC ARATCAGC-ATGTT GEGET GA
MP GCRATTC CRTGARAGTCGGRAT CRCTAGTARTCGCGRARTCAGCT ATGTCGEGET GA

MG GCAATTCGCCCTI CATGARGTCGEART CACTAGTAATOGC GRAATCAGCCATGICGOGET GR
HEEE KKK K KREEARERFRRERN G A AAAIRRED | KRR KKF Kk Kk kkEE R
M5 ATACGITCTCGGGICTI GTACACACCGOCCGICACACCATGEGEAGCTGET—-ARTGCCCE
MF BATACGTTCICGGGT CTT GTACACACCGCCCGTCARACCATGGGAGCTGET-—-RATGCCCG
MH ATACGTTCICGGGTTTT GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTIGET-—RATGCCCE
MO ATACGTTCTCGGGTCTT GTACACAL: CCGTCRCACCATGGGRAGCTGET--RATACCCE
ML ATACGTTCTICGEGT CTT GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCTGETATRAATACCCE
AL ATACGTTCTCGEGETTT GTACACACCGCCCGTCARACCACGAR A GTGEE CAATACCCAALD
MP ATACGITCTICGGGICTI GTACACACCGOCCGICARACTATGARAGCTGGTAATATITARR
MG ATACGTTCTCGGGT CTT GTACACACCGCCCGTCARACTATGAGAGCTGGTAATATCTARR
HREAKEEKKRRKRS R ARRRFARARAARKRRRAARD Ak * Kk kk kK ]

Figura 4.1: Alinhamento da regido 16SrDNA (parcial)das sete espécies (Mycoplasmasp. eA. laidlawii
com fragmento de 203 pbDestacadas em azul as sequéncias de pareamenincthores senso e anti-senso,
e as bases em vermelho representam as regidesdoediNgue o iniciador ndo se anelaria. O s iniciaglore
destacados ndo foram considerados apropriadosapgRCRin housedevido ao fragmento amplificado ser
maior do que 200pb. Legenda: M@: synoviaeMF: M. fermentansMH: M. hyorhinis MO: M. oralg MA: M.
arginini, AL: Acholeplasma laidlawjiMP: M. pneumoniagMG: M. gallisepticum.
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A B
M5 5 GIGGAGSTTARCAGRATGACAGATGGTGCAT TCGTGAGRTGET 3
MF GTGGAGGTTAACAGAAT GACAGATGGTGCAT TCGTGAGATGT . L .
MH GTGRAGGTTALCAGLAT GACAGATGETGCAT TCGTGAGATGT Sequéncia do iniciador anti-senso
Mo GTAGAGGTTAACAGGGTGACAGATGGTGCAT TCGIGAGATGT
MA GCGGAGGTTAACGGAGTGACAGATGGTGCAT TCGIGAGATGT 5- GGCATGATGATTTGACGTCAT -3
AL TCGGAGGCTAACAGATGTACAGGTGETGCAT TCGTGAGATGT (ATGACGTCAAATCATCATGCC )
ME ATGGAGGTTAACCGAGT GACAGGTGGTGCAT] TCGTGAGATGT

MG GTGGAGGTYAACCCAAT GACAGGTGGTGCAT TCGIGAGATGT Dimero

.**** EER ] . ****.******* R R L L T R R R R R T T

Delta G: -13,85kcal/mole Par de bases: 8
MS TCGETTAAGTCCIGCAACGAGCGCAACCCTIGTCCTIAGTTACTTIT———————— = === ——
MF TTGETTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTAGTTACTACCAT INAGT - -TGAG
MH TAGGTTAAGTCCIGCAACGAGCGCAACCCTITTCTTTAGTTACTAATATIAR -GTTARG 5' GECATGATGATTTGACGTCAT
Mo TTGGTCAAGTCCIGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGTTACTAACGAGT CATGTCGAG
MR TIGETCAAGTCCIGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGTTACTAACGAGTCATGTCGAS ARRRRRY
AL TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGCTAGTTACCATCATTAAGT TGGGG ' —~r— e e
MP TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCGTTAGTTACATTGTCIAGCGAGACTG 3 N R
MG TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCGTTAGTTACTTITGTCIAACGAGACTG
LT BRI EE B ELIE R I E I E R R T I EE R R LR ]

M5 --BATCTARGGAGACTGCCOGA-—————————~ GTAATTGGGAGGAAGGTGGEG C
MF GACTCTAAGGAGACTGCCCGA—————————— GTAATCGGGAGGAAGGTGGEG
MH GACTCTAGAGATACTGCCTGGGTARCCAGG —————————— AGGAAGGTGGGGE Sequéncia do iniciador senso
MO GACICTAGAGATACTGCCTGGGTAACCGEGA-————————— GGAAGGT GGG
MR GACTCTAGAGATACTGCCTGGGT AACT GEGAGGAAGTGGGAGGARGGT GGGG 5'- GGTTGTCGTCAGCTCGTG -3
AL - —CTCTAGCGAGR-————————— CTGCCAGTGATRARRTTGGAGGARGGTGGGS
MP e CTAATGCARATTGGAGGAAGGRAAGGG P —— .
& e CCAACETAAGTTGCACEAAGAT CEOE Sequéncia do iniciador anti-senso

dhkdkhddhs dhhkdh hdhkhhd

5'- GGCATGATGATTTGACGTCAT -3’

M3 TCTTACGAGTGGGGCRACACACGTGCTACAATGGACGATACRALAGAG
MF TCTTACGAGTGGGGCAACACACGTGCTACAAT GECCEETACARAGAG Dimero

MH TCTTACGAGTGGGGCAACACACGTGCTACAATGETCGSTACARAGAG

MO TCTTACGAGTGGGGCTACACACGTGCTACRAAT GETCGETACRLAGAG Delta G- -8.48 kcal/mole Parde bases: 15
MA TCTTACGAGTGGGGCAACACACGTGCTACAAT GETCESTACARAGAG

AL CCTTATGACCTGGGCTACARACGTEATACAAT GECT GEAACARAGAG

MP CCTTATGTCTAGGGCT GCARACGTGCTACAATGGCCARTACARACAG 5* GEITGTICETCAGCICEIG

1G CCTTATGTCTAGGGCT GCARACGTGCTACAAT GGCCARTACARACAG

2 LIND B E
ch TACIGCAGITTAGTAGTACEE

FEEKKKERAKIAAE K EEE ¥, EE T T T T T

Figura 4.2: Alinhamento da regido 16S rDNA (parcial das sete espécies dédycoplasmasp. eA. laidlawii. A: As sequéncias destacadas em verde representarnciadares
senso e anti-senso, e as bases de cor vermelhass@cais onde ndo ocorreria 0 pareamento do ducia fita de DNA. Os iniciadores destacados ndanfoconsiderados
apropriados para a gPG@Rhousepor formarem dimeros com muitas ligacd@sAnalisein silico do homodimero do iniciador anti-senso, apresentaitd ligacdes AG com valor
inferior a -9 kcal/mol.C: Andlisein silico do heterodimero formado apresentando cinco ligaedére os iniciadores. Legenda: M@: synoviaeMF: M. fermentansMH: M.
hyorhinis,MO: M. orale, MA: M. arginini, AL: A. laidlawii, MP: M. pneuroniae, MG: M. gallisepticur.
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CEETTAACGTCCTECARCEAGCECARCCCTTETCCTTAGTTACTTIT ——
TEETTAAGTCCTECARCEAGCECARCCCTTATCCTTAGTTACTACCAT

EETTAACGTCCTECARCERAGCECRACCCTITICTTTAGTTACTARATAT
I TR AT CCTECARCEAGCECARACCCCTATCTTTAGTTACTARCER
T T CARAGTCCTECARACRAGCECAACCCCTATCTTTAGTTACTARACERA
EEETTAACGT COCECARCEAGCECARCCCTTATTECTAGTTACCATCAT
EEETTAACGTCOCECARCEAGCECARACCCTTATCETTAGTTACATTIETC

T T AACT OO AR ACCECARCCCTTATCETIAGTTACTTTIETC

Lldbdl bk dddd bk kbbbl bbb bbb bbbl kbl Lura @
————————————— ATCTAAGEAGACTGCCCGA—————————GTAATTGECGAGERAGETE
ITHAGT-—-TEAGEACTCIAAGEAGRCTECOCEA—————————— ETRARTCEEEAEERAEETE
TAR——CGITARGEACTCITAGAGATACTECCTEEETARCCARE———————— REERAEETE
ETCATETCEAGRACTCTAGAGATACTECCTGEETARCCEEEA—————————— GERAGETE
ETCATET CEACEACTCTACGACATACTECCTEEETARCTEEEAGEARACTEEEACERACGETE
TARGTIGEEEA——CICTAGCEAGRCT ——————— —GCCAGTEATAAATTGEACGERAGETE
TAGCEREACTG————————————————————————— CTAARTECARATTCGEAGERACGEAR
ITARCERGACTG————————————————————————— CCRRCETARGTICGEAGERAGETE

Lk e ke ke

I TACGAETEEEECARACRCACETECTACARRATEEAC
T TACGACTEEEECARCRCACETECTACRRTEECC
ICTITACGACRTEEEECARACRCACETECTACARRATEETC
I TACGACETEEEECTACRCACGTECTACRRATEETC
ICTITACGACRTEEEECARACRCACETECTACARRATEETC
CCTTATEACCTGEECTACRARCETEATACARTEECT
CCTTATETICTAGEECTECRARCETECTACRRATEECC
CCTTATETICTAGEECTECRARCETECTACRRATEECC

ok ks ok ok o o ks bk ok ok ok ke ek ke ke e ke ek Wbk Wk okl ek dkkok ik koo ks ko ke

Figura 4.3: Alinhamento (das sequéncias parciais)adregiao 16S rDNA das sete espécies Mgcoplasmasp. €A. laidlawii. A: As sequéncias destacadas em mostarda
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representam as regifes de pareamento dos iniceasi@nso e anti-senso e as bases na cor vermedina destacadas, pois diferem daquelas presentegiamor, e dessa forma, o
pareamento na fita de DNA n&o ocorreria nessaage@é iniciadores destacados nédo foram considesgutopriados para a gP@Rhousepor formarem alcas e, acima de 37
°C. B: Alca formada pelo iniciador senso, com previsad,fde 40,7 °CC: Alca formada pelo iniciador anti-senso, com préwideT,, de 41,7 °C. Legenda: M®. synoviae,

MF: M. fermentansMH: M. hyorhinis,MO: M. orale, MA: M. arginini, AL: A. laidlawii, MP: M. pneumoniagMG: M. gallisepticum
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5 EREATAT—ASTGEASSTTAACAGAAT GACARAT GO GrA T angti e Tt e
RS CAT - AT CEAEETT AR CAC A AT R CAEAT GET A T i e e T
RERTAT—- AT EEAEETT AR AR AT AT GET GUA T e e T
RERTAL AT ARRCETT AR A G C A AT CEL A T e w e e g T
BERTAT—-EECOEEAEETT AR CGEACT GACACAT GEI A T it e T e
ARATARE—-TICEEREE T AR A A TETACARET GEI GrR T N e e T e
AAAC-AT—-BATGEAGETT AACCOEAGT GACAEET .:-EI aﬂl i.r""I.'I"']Z _"']:'1.:'

Sequénciado iniciador senso

5-GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT -3

BREEBRNE

Temperatura de melting: 64,6°C

Sequeéncia do iniciador anti-senso

RIBE BB RIS

- TAA GAG GCATGATGA TTT GAC GTC -3

ALAAAAAALALE AA4 AALALA AAAALAAALAAAALAA & & asas &

———————— AT CT & M E AT EO00EA-———-——CTAATTCECACCAACET G Temperatura de melting: 55,1°C
THAGT —TEAGEACT CTA MR GA T GCTEA-———— ——GTAATCGEGAGAAGETE
TAR--GITRAGEACTCTAGAEATA T O TEEETAR AR ————-— AGERAGETE
GLCATGTGAGEACTCTAGAEATA TGO TGEETAAIGEEA—————— GERAGETE
BLCATETOGAGEACTCTAGAEAT AT ECTGEETA A TEEEASE AR CTGEEASCAAGETG
TARET TGEEGA- - CTCTAGCEAGATT ————— GOCASTEATARATTGEAGGAAGELE
B e T —CIAATGCARATTGEACGRAAGZRA
TR A EAEA T —— — —————— —CCRACETRAAGT T GEAGERRGETE

ssasaa

RiEEE RS

e ta o F N e i . AT G R A TR AT ST GITACA AT EERT
L R TEEEEAACRCACGT GCTACARTGENC
eete=tan 2 (TR A AT A TR TEOCT CTT At ie R et e et Kot et eI e el ek KU £ e e
GEERT et F i N e i . AT G CT AR AT ST GITACA BT EEIC
OETL CRATL | O GAETEEEERACRCACET GCTACART GETC
:;a.'v"r':am:u':xn" b T AT T GEECT AR AR GT GATACA AT EECT
GEERT e tat i i -y s . T TR EE T ETRART ST GITACARTEEIC
eete=wn 2 TR A AT CATCA TGO CTT AR wtaiTe e e e et N el ek oA e e

A444 A4ALALAALAAAALALALAd AAAL & Asas A4 ALALE AALALAAA

RAEEBRNGE

Figura 4.4: Alinhamento (das sequéncias parciais)adregido 16S rDNA das sete espécies Migcoplasmasp. eA. laidlawii. A: As sequéncias destacadas em vinho representam
as regides de pareamento dos iniciadores sensd®a80 e as bases na cor azul foram destacaadifgoem daquelas presentes no iniciador, e dess&, 0 seu pareamento a
fita de DNA néo ocorreria nessa regiBo.Temperaturas de dissociacdodos iniciadores seasti-eenso destacados na figura A e calculadaspgregrama OligoAnalyzer 3.1. Os
oligonucleotideos ndo foram considerados apropsigéoa a qPCh housepor possuirem uma diferenga Tgentre eles acima de 5 °C, o que poderia prejudigaficiéncia da
reacdo. Legenda: M$4. synoviaeMF: M. fermentansyiH: M. hyorhinis,MO: M. orale MA: M. arginini, AL: A. laidlawii, MP: M. pneumoniagMG: M. gallisepticum.
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Apos a exclusdo dos oligonucleotideos que nao atanmd aos critérios descritos
anteriormente, alguns foram pré-selecionados paaaadisein silico de especificidade. A
ferramentaonline BLASTn® (NCBI®) foi utilizada para observar o percentual de sirdade
entre os iniciadores e as espéciessdpyogenes, C. sporogerek. acidophillus as quais
nao podem ser detectadas num teste NAT para pasdeismicoplasmas (Farmacopeia
Europeia, 2010). Devido a proximidade filogenéirdre essas espécies e 0s micoplasmas
(Weisburg et al.,, 1989; Razin, 2006; Farmacopeigofgia, 2010), docus 16S rDNA
também é uma regido conservada entre todos essesrganismos, e portanto, nao foi
possivel encontrar um Unico par de iniciadores pudesse detectar especificamente as sete

espécies dMycoplasmasp. eA.laidlawii (Figura 4.5).

MS § GEEACCACETCAAATCATCATECCTCITACEACTCCEECARCACACETECTACRRATEGAC 37
ME CEMATCAET AR ATCATCATECCTCT TACEACTECEECA M ACACETECTACARTEECT
MH CEMACCAET AR TCATCATECCTCT TACCACTECEECA M ACACETECTACARTEETC
MO GEEATGACETCARRTCATCATECCTCT TACEACTEGEECTACACACETECTACARTEETC
Mn CECATCAET A TCATCATECCTCT TACEACTECEECA M ACACETECTACARTECTC
CL GEEATGACETCARRTCATCATECCCCT TATETCCABEECTACACACETECTACARTEETA
ST GEEATGACETCARRTCATCATECCCCTTATEACCTEEECTACACACETECTACRATECTT
LA CEMATCACET A TCATCAT ECCCCT TATEACCT CEECT ACACACETECTACA ATECAT
AL GEEATGACETCARRTCATCATECCCCTTATEACCTEEECTACARACETEATACRATECCT
Mp CCEATCACETCARATCATCATECCCCT TATETCTACCECTECARMCCTECTACARTEECT
ME CEmATCACET A TCATCAT ECCCCT TATETCTACEECTEoARACETECTACARTEECE
R Y e e e e e
MS CATACALACACAACCAR ML TACTEATATCALCCAR ATCTCARA A AATTCETCTCACTTCR
ME GETACARACAGARCCEAMTEETEACATCCACCAA ACCTCARRARA COSETCICAGTTCE
MH CCTACAAACACAACCARTATCCTCACATCCACCARATCTCAR R AR COCATCTCACTTCE
MO CETACALACACAACCAATATCOOCACATCCACCAR ATCTCAR A A ACCORATCTCACTTCR
Ma CCTACAAACACAACCAATATCCCCACATCCACCAR ATCTCAR R AR COCATCTCACTTCE
cs CETACAATAMCACCCARCACCCTEACCTCCACCAR A M TTATARAACCTATCTCACTTCE
5T CETACALCCACTCECAACCCEETEACEECALCCTAATCTCTTARACCCAATCTCACTTCR
L2 CETACAMCCACTTECEAM TCCCCACRCTAACCTAATCTCTTARM CCATTCTCACTTCE
AL CEAMCALACACLACCRATACCETEACCTCCACCEARRCTCACA R AR CACTCTCACTTCR
Mp AATACALACACTCECCAGCTTETARRLCTCACIRAR -TCTETARAST TEETCTCACTTCR
ME AATACARACACTTCCARRTCCETARCCTCEACCTAR-TCTETARRCTTCETCICACTTCE
o o ok - - o ok LR e e
MS EATTETACTCTECAACTCEACTACATEARCT CECAATCECTACTAATOETACRTCASCTR
ME EATTETACTCTECARCTCEACTACATCARCTCECAATCECTACTAATOETACRTCACCTA
MH CATTEAACTCTECAACTCEACTTCATEARCT CECAATCECTACTAATORTACRTCASCTR
MO CATTEAACTCTECAAT TCEACTTCATEARCT CECAATCECTACTAATORCACRTCASCTR
Ma EATTEGACTCTECAATTCEACTCCATCARCT CECAATCECTACTAATOECACRTCACCTA
cs EATTETACCCTECAACTCECCTACATEARCCTCEACTTECTACTAATORCEAATCASL 1
ST EATTETACCCTECAACTCECCTACATEARCT CECAATCECTACTAATORCEERTCASC B
L2 EATTETACCCTECARCTCECCTACATCARCT CECAATCECTACTAATOECEERTCACC-A
AL EATTECACTCTECAACTCEACTCCATEARCT CECAATCECTACTAATORCARATCASC -1
Mp EATTEACECCTECAATTCETCCTCATCARCTCECAATCACTACTAATOECCARTCACCTAR
ME EATTEACECCTECAATTCECCCTCATEARCTCEEAATCACTACTAATORCEARTCASCCE
e e e e - e e ke ke e e e e e e e e e e - e e e e e ok e o e -
MS CECTACEETEAATACE T TCTCaEETCT TETACAACOECCOETCACACCATEECACCTER
ME CECTACEETEAATACETTCTCEEETCT TETACA ACCECCOETCAA R CCATEECACCTES
MH CECTACEETEAATACETTCTCEEET T TCTACACACCECCCETCACACCATCCCACTTER
MO CECTECEETEAATACETTCTCEEETCT TETACACACOECCOETCACACCATEECACCTER
MR CECTECEETEAATACET TCTCEEETCT TETACACACCECCOETCACACCATEECAGCTER
cs TETCECEETEAATACETTCLCEEECCT TETACACACOECCOETCACACCATERACACCTER
ST CECCECEETEAATACETTCLCEEECCT TETACACA COECCCETCACACACE-—————-
La TECCECEETEARTACET TCCCEEECCT TETACACACCECCOETCACACCATERGACTTTE
AL TETTECEETEAATACETTCTCEEEETT TETACACACOECCOETCAAACCACER ARCTEES
WD TETCECEETEALTACET TCTCEEETCT TETACA ACCECCOETCAA R CTATCER ARCCTES
Me TETCECEETEARTACET TCTCEEETCT TETACACACCECCOETCAR RCTATERGAGCTER
& e R

Figura 4.5: Alinhamento da regido 16S rDNA (parcidl das sete espécies dédycoplasmasp. eA. laidlawii

com S. pyogenesEm destaque em amarelo as regides de pareameninicladores senso e anti-senso e as
bases destacadas em vermelho diferem daquelasif@es® iniciador, e dessa forma, o pareamentitanad
DNA néo ocorreria nessa regido. Os iniciadoresagdastios ndo foram considerados apropriados par&R ipP
housepor apresentarem elevada homologia ®npyogenesque nao pode ser amplificado durante a reacao.
Legenda: STS. pyogenes;L: C. sporogened,A: L. acidophilusMS: M. synoviaeMF: M. fermentansiVH:

M. hyorhinis,MO: M. orale, MA: M. arginini, AL: A. laidlawii, MP: M. pneumoniageMG: M. gallisepticum
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A partir do alinhamento da figura 4.5, foi possivetificar que a espéci. laidlawii
€ a que mais difere dentre os micoplasmas, praveerge por ndo pertencer a0 mesmo
género, e sim a mesma classe (Taxonomy ID: 214&iRet al., 1998; Razin, 2006). Por
Isso, assim como em trabalhos anteriores (Teydsaly €993; Gopalkrishna et al., 2007), foi
feito um estudo para a prospeccédo de um par dadoies somente parafo laidlawii e um
outro para as sete espéciesvyeoplasmasp..

Conforme a figura 4.6, os iniciadores destacadaen@am ter sido escolhidos para o
protocolo de gPCRnN house pois reconheceriam as sete espéciesMyeoplasmasp.
Entretanto, por possuirem 100% de similaridade &npyogenegJN578222- iniciador
senso; KJ620886- iniciador anti-senso), eles fodascartados. Mesmo apos a selecao de
novos oligonucleotideos com 100% de similaridade es sete espécies Blcoplasmasp.,
eles ndo foram levados a diante por ndo possubdas tcaracteristicas estruturais desejaveis
e/ou por possuirem, apds avaliacdo da sua espeaife; mais de 85% de similaridade com
pelo menos uma das trés bactérias filogeneticanpntemas aos micoplasmas e, portanto,

elevada probabilidade de amplifica-las.

5T 5  ACACCTCCTCCATCCTTCTOCTCASCT CET CTCET CACRAT CT TEECT TRARCT CCCGCRL 3
HP RO CTEET OCATEETT CTOET CAECT CET CT CET CRERAT CT TEECT TRARCT CCCCCRE
Mz GO CTCET LA TGETT GTOCT CAECT CET T CET AR T CT TEEET TRACT CCOGCRR
MO GRLREATCET LA TGET T CTOET CAECT CET CT CET G R T GT TTEET CRACT CCT GCRR
MR GACREATGETGCATGETT GTOGT CAGCT CET CT CET G GAT GT TTEET CRAGT CCT GORAR
MH GACACATCCT LA TCCTT CTOCT CAECT CET CT CET A CAT CT TAGCT TRACT CCT GCRAR
M= GRCRERATCCTOCATEET T CTOET CARCT CET CT CET CRERAT CT TCECT TRRCT CCT GO
MF GO A TCET LA TGETT GTOCT CAECT CET T CET G R T GT TTEET TRAGT CCT GORR
ke e ok ol o ok ok e o e e e ol o e e ol e o o e o e ol ol o o e e e e ke e ok e ol e
5P CEACCECR RO TR TIE T T AT TGCCR TCA TT AR T T GEECACTCT——A———— =
HP CEACCCCRRMCCCT TATCETT AT TR CAT TET CT A& G — —— — ——— —— —— —— —
Mz CERCCECR RO CCT TATCETT AT TACTT IGT CT ARG — — — —— ——— ———
MO CEACCOCCR RO CCCTATCT TTACT TR CTR MOEAC TCA TETCEACCACTCTRACAEATACTGE
MR CER GG RO CCCTA TCT TT ACT TACTA RO A TCR TETCEAECRCTCTREAERTR CTEC
MH CER R RO CCT TT TCT TT AT TACTR ATA TT AR ——CTTA M ERCTCTREAEATR CTEC
MS CERECCCR RO CCTTETCCTT AT TACTI T —— ——— —— — —AICTRAGERAERCTEC
MF CEACCECRRCCCT TATCCTT AT TR CTRCCA TTHA G TTEAGEACTCTRAGEARR CTEE
e ddd el o ed A e dedede dr
5P CEACARCTECCGET AR TAR MO CEEMECAR CET CECEA TEADC TC AR TCATC AT GCCCOCTT
HP ——————-TECTAATECRR AT TCCACCRAR CER RECER TCADC TCARA TCATC AT CCCCCTT
Mz ——————TECCARCE TR CT TEEACEAR CET CECER TEADC TC AR TCATCAT GCCCCTT
MO CIGEETRARCCEEEA— —— — CEARGET GECERA TCADC TCARR TCATC AT GCCTCTT
MR CTGEETARCT GEEAGERR CTEEEA AR GET GECEA TEADGTCAAR TCATC AT GCCTCTT
MH CTECETARCC M — ————CACEARCET CECERA OCANC TC AR TCATC AT GCCTCTT
M= COERETRAATT OG- —————————CGRECRA CET CECER CCALC TCARA TCATC AT CCCTCTT
MF COERETAR TORE————————EACEEAR CET CECER TCADC TC AR TCATCAT GCCTCTT
e e e e drd i ol e A e e e e e e

Figura 4.6: Alinhamento da regido 16S rDNA (parcia) das sete espécies déycoplasmasp. Os iniciadores
destacados em vermelho ndo foram consideradosragafop para a qPCR housepor apresentarem 100% de
similaridade comS. pyogenesLegenda: MSM. synoviag MF: M. fermentans MH: M. hyorhinis MO: M.
orale, MA: M. arginini, MP: M. pneumoniaeMG: M. gallisepticum ST: S. pyogenes

Utilizando novamente o alinhamento da Figura 4d, possivel observar que as
espécies dd. pneumoniae deM. gallisepticumpossuiam maior similaridade entre si do que
com as demais espéciesMgcoplasmasp. (Pettersson, et al., 2000). O mesmo ja hada s
descrito por Weisburg et al., 1989, que atravé®stado filogenético entre as espécies de
Mycoplasmasp. eA. laidlawii, (excetoM. synoviag separou essas bactérias em grupos de

acordo com seu grau de similaridade (Figura 4.7).
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A e M. pirum B M. newrolyticum C An bactoclasticum
— M. hyopneumonias
_ _I_._..u. hyorkinis
M. pallisepticum M. sualvi AR, vartum
M. mobile
M. preumonioe M. pulmonis e AR inieTmedium
M. lipophilum
~ M. californicum
M. fermentans p
M. hominis
U. wealyticum M. orale A laidiowi
M. salivarium
M. arthritidis
M. arginini
M. mycold M. mycolder
M. mycoides

Figura 4.7: Arvores filogenéticas detalhadas dos gpos deMycoplasmasp. eA. laidlawii de acordo com o grau de similaridadeFonte: [Adaptado] Weisburg et al., 1989.
B e C: Arvores filogenéticas demonstrando a similaridadi&e algumas espécies MgcoplasmaM. pirum M. gallisepticume M. pneumoniagA), M. hyorhinis M. orale e M.
arginini (B), eA. laidlawii destacado na figura C, revelando homologia comas@spécies bacterianas distintas do gévigooplasma
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Portanto, as sete espécies Mgcoplasmasp. e A. laidlawii foram realinhadas,
separando-as em trés grupos: a) grugd.hyorhinis M. fermentansM. arginini, M. oralee
M. synoviaep) grupo 2:M. gallisepticume M. pneumoniagc) grupo 3‘A. laidlawii.

Inicialmente, para facilitar a visualizacdo de umegido favoravel especifica de
Mycoplasmasp. eA. laidlawii que contivesse até 200 pb, apenas a sequéncia géniema
das trés espécies de bactérias filogeneticamentenpms aos micoplasmas foi utilizada no
alinhamento com cada um dos grupos relatados amtente. Apesar de trabalhos anteriores
reportarem a maior proximidade filogenética do gé&nelostridium a classeMollicutes
(Weisburg et al., 1989; Bdve, 1993; Wolf et al.,02)) de acordo com outros autores
(Neimark, 1979; van Kuppeveld et al., 1992; Marijlaf996) o géneroStreptococcus
apresenta elevado grau de similaridade com os mamm@s. Como foi observado atravées de
alinhamentos anteriores q8e pyogenesra a espécie que mais compartilhava regidées com os
micoplasmas, somente a sequéncia génidaalss 16S rDNA desta espécie foi alinhada aos
trés grupos de micoplasmas para a exclusdo dasesegm comum (Figura 4.8). Em seguida,
os iniciadores selecionados foram avaliados quantua similaridade em relacdoGa
sporogenes al. acidophilluse, por fim, quanto ao tamanh®,, formagdo de alcas e
dimeros.

Da mesma forma que trabalhos anteriores utilizaraoidores espécie-especificos
(Blanchard et al., 1990, van Kuppeveld et al., 1%&vadi et al., 1993; Roulland-Dussoix et
al., 1994), foram selecionados um total de onzec{cisenso e seis anti-senso) iniciadores
(Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3).

Os iniciadores F1 (senso) e R1 (anti-senso) foremapgctados para o grupo 1 para
amplificar nas cinco espécies Mycoplasmasp. a regido déocus 16S rDNA com 182 pb
(Figura 4.8) (Tabela 4.1).

Para o grupo 2 nao foi possivel prospectar um UpéroparaM. gallisepticume M.
pneumoniaeom similaridade acima de 90% (Tabela 4.2). Ptotangrupo 2 foi subdividido
em 2M, com iniciadores F2R2 para a detea@d. gallisepticune 2P, que amplificarivl.
pneumoniaatravés dos iniciadores MPF3 e MPR3 (Figura 4.8p¢éla 4.1 e 4.2).

Foram prospectados para o grupo 3 seis conjuntosaidores - F3R3, F3R4, F3R5,
FAR3, FAR4 e F4R5- os quais foram testados paracalh@a daquele com o melhor
desempenho. Apesar dos pares F3R4 e F3R5 formaaetps de tamanho superior a 200
pb, estes foram testadiwsvitro uma vez que essa diferenca ultrapassa o limitepsEnas 4 e
10 pb, respectivamente. (Tabela 4.1).
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MP 5’ TGACGTCALATCATCATGCCCCTTATGTCTAGGGCTGN AMACGTECTACAATGECCAAT 37 ME  5¢ GGCGGATTGARAAGTCTGETGTTARAGGCAGCTGCTTAACAGTTGTATGCATTGOARACTATTAATCHEE 3°
e Ti3ACGETC AAATCATC ATGCCOCTTATGTC TAGGEC TG AL G THC TACAATGGCC AATL TS SR eE .. TTT CAT GT GEAGC GG T GAAAT GO GTAGATATAT GAAGGARCACCAGT G
sp TGACGTC ALATCATC ATECECETTATGAC CTGGEUTAC ACAC GTEC TACAL TGS TTGETA GCCALGCCGARAACT T RGO C TT CA LG TG T COCEAR CAAATAGCAT TAGAT A
ns CEACGTE ALATEATC ATGCC TETTACG AGTGGGECAAC ACAUG TS U TACAATGG ACGATA COCTRGTAGTCEACACCETRRRCGATAGRTACTARC
uF TEACGTE ALATEATC ATGCC TETTACG AGTEGGECAAC ACAUGTEU TACAATGEC CGGTA C
HH CHACGTE ALATEATC ATGCC TETTACG AGTGGGECAAC ACAUGTSU TACAATGE TCGGTA
no TEACGTE ARATEATC ATGCC TETTACG AGTGEGECTAC ACATGTEC TACAATGG TCGGTA - o
i TGACGTC ALATE ATC ATECC TCTTACG AGTEGGGUAAT ACACGTEC TAC AL TGETC GETA He 37 ACGTTCTCGGGTCTTGTACRCACCGCCCGTCRRACTATGAGAGCTGGTARTATCTALLAC 3
e iriitietirrints wrar a I et vees e sp ACGTTCCCGGGCCTTETAC ACACCGCCCOTCAC ACC ACGAGAGT TTGTALCACCCRALGT
; e o o] ACGTTCTCGGGTC TTETAC ACACCGCCCGTCALAC TATGAR AGC TGGTAATATT TAA L L
FERTEE FHFET FXTFFSTFTFTTLAAFTAANSLNSS &% % &F &% & FFFF +* TE
up CALAC AGTCGCE AGC TTETAR RAGTGAGE A AATC To-TALLGTTS 6 TC TC AGTTC GGATT
ne CALAC AGTTGE LAATE G T AGGTGEAGC TALTC Te-TALLG TTEETC TC AGTTE GGATT e CETOTTGOTAACC — G0 AAGGALGOGE AT TCT AGS A TAGGECCOGTG ATTAGAGTTALGT
sp CAACGABTCGC LAGCCGETGACGGC AAGC TAATC TE TTAALGCCAATCTC AGTTC GGATT Sp COGTGAGGTAACC TATTAGGAGCCAGCCGCCTAMGG TGGGATAGATGATTGGEGTRALGT
ns CAAAGAGARGC AARATAGTGATATC AAGC A AATC T ALARLATTC G TCTC AGTTC GGATT e COTETTGCTAACC- ATTAGGALGCGC ATG TCAAGGATAGCACCGGTGATTGGAGTTALGT
HF CAARGAGRAGCGAAGTGGTGACATGGAGT AMRCT TC AAARL ACCGGTCTUAGTTCGGATT b FoEmERE FEREEF FEEE T FOFREREEEEE EE wEE
uH CALAGAGARGE LATATGETGACATGGAGC L AATCTC AL AL ACCEATCTE AGTTC GGATT
MO CARAGAGARGC AATATGECGACATGEAGC AAATC TC AL AALGCCGATCTC AGTTC GGATT gg gg;ﬁgﬁg;ﬁg gg;ﬁ ggggnc GTGGGGETGEATTACCTCCTTTCTATGGAGTATAT
ni CALAGAGARGC AATATGGCGACATGEAGC AAATCTC ALARAGCCEATC TCAGTTC GGATT
PO P i T, e COTAACAAGGTACCCC TACGAG BACGTGGGGETORATC ACCTCC TTTC TAATGGAGTTTT
- - - . - - - - - FERTEESTFFLSNE FF FF %
up GAGEGCTECALTTCGTCCTC ATG A AGTCGE ALTC AU TAGTALTCOU GALTC AGC TATET C D
ue GAGEGCTECALTTCGCCCTC ATG A AGTCGG ALTC AU TAGTALTCOUGALTC AGC CATETC AL 5 LATTTTCOGE AATGOGGE LA ACCOTE A GAGCLACGECGEETE ALCe I 3
SE GTAGGCTGCAAUTCGCCTACATGARGTCGGALTCGLTAGTALTCGCGSATC AGC RS 3P LATCTTCGOC AATGEGGGCAACCCTEACCGAGCALCGOCGCGTEAGTG AAGALGETTTTC
ns GTAGTC TECALC TCGACTAC ATG A AGTCGE AATC GE TAGTALTCS TAGATE AGC TACGE T N S et
uF GTAGTCTGCALC TCGACTAC ATG A AGTCGE AATC GU TAGTALTCS TAGATE AGC TACGET
HH GAAGTCTGCARC TCGACTTC ATG AAGTCGG AATC GU TAGTALTCS TAGATE AGC TACGET AL GGTATGTAALGTTCTTTTATATGGCLAGAL ———AAATTARRLLTTG
no GAAGTCTGCAATTCGACTTC ATG A AGTCGG ALTC GU TAGTALTCGT AGATE AGC TACGET 3P GEATCGTAAGOTCTETTETIAGAG L LGLATGATGETGOGAGTGG AL ATCCACCAAGTS
na GEAGTC TECAATTCGACTCC ATG A AGTCGE AATC GE TAGTALTCET AGATE AGC TACGE T AEREEARS KEE BH B K AEEEEE wE o w ww ww
* .* *hkkEtdt EEE * ***************.********** ..******
AL LCGOTACCATATGALTAAGCCCCGGCTAAC TATG TGCCAGC AGCCGCGG TAATACHTIGE
- T TTC TCE GG TCT TG TAC AC ACC GO C G A A ACT ATG AL AGCTGETALT sP ACGGTAACTAACCAGRRAGGGACGGC TAAC TACGTGCCAGC AGCCGOGETAATACBTAGE
FTEEEEE ¥ * * TR FEEEEETFAS FEXFTEENASTANETASTFANATENS FFFF
us GEBETGAATACGTTC TEGGETCTTGTACAC ACCECNCETE ALACTATGAGAGUTGGTAAT
SP B TTCCCGGEUCTTETACAC ACCECCCGIACACCACE—— = AL BEGEEEGEETTATEC GOATTTAC TEGGCOTAL A GGTGCGTAGGTGETTATALLAGTITS
ns ACGETGAATACGTTC TCGGETCTTETACAC ACCECTCETE ACACE ATGEGAGCTEGT—— o e . TTT A T GG GGT L MG G GOG0 AGC GG TITTTT ALGTOTG
uF ACGETGAATACGTTC TCGGETCTTETACAC ACCECCCETCALACE ATGEGAGCTEGT—— 4 FERTATE BEEAAARARE RETTARAALAL K REE TAE RAEE 4 AARE BF
HH ACGETGAATACG TTC TG GG TTITETAT AC AL UL ETE AU AT ATGEGAGTTGET— &
o GUGETGAATACGTTC TCGGETCTTGTACAC ACCECNCETE AT ACE ATGGGAGCTGGT—— 4 AL ARACTATATALC TAGAGTGAGAC
ni GLGETEAATACGTTC TCGGETCTTGTACAC ACCECNCETE AU ACE ATGGGAGCTGGTATA 3P LAGTTALAGGCATTGGCTCARCC AR TGTACGC TTTGGAAAC TGOAGAGC TTGAGTGCAGA
.************** *k ok k *******************.** * *E TEE FTEE OEEN FOFEE AT FEEEE E I B

Figura 4.8: Alinhamento das espécies do grupo 1, 2NP e 3. A:As regides em cinza destacadas correspondem ia@glaores senso e anti-senso escolhidos para @aplds
espécies do grupo 1. As bases em vermelho indisdiocais onde os iniciadores ndo conseguirdo ae Bg As regides em verde destacadas correspondemieiasianes senso e
anti-senso escolhidos para amplifidér pneumoniaeC: As regides em amarelo destacadas correspondemiciagdores senso e anti-senso escolhidos parafaraphs espécies
do grupo 2 e as bases em vermelho indicam os lacale os iniciadores ndo conseguirdo se liarPara a espécié. laidlawii foram desenhados dois iniciadores senso,
destacados em verde, e trés anti-senso: regidacddst em rosa, bases grifadas em branco e regfacada em azul. As bases em vermelho indicancaslonde os iniciadores
néo conseguirdo se ligar. Legenda: SPpyogenedS: M. synoviaeMF: M. fermentansMH: M. hyorhinis, MO: M. orale, MA: M. arginini, AL: Acholeplasma laidlawjiMP: M.
pneumoniaeMG: M. gallisepticum
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Tabela 4.1: Descricao dos grupos de microrganismagsianto as espécies detectadas, seus iniciadorestarnanho do fragmento amplificado correspondente.

Grupo Microrganismos Iniciadores Fragmento (pb)

F1) 5 TCATCATGCCTCTTACGAGTG 3
1 M. orale, M. synoviae, M. fermentans, M. argirem¥. hyorhinis 182
R1)5' CGTATTCACCGCAGCGTA 3

F2) 5 GAGCTGGTAATATCTAAAACCGTGTTG 3
2M M. gallisepticum 91
R2) 5 TACCTTGTTACGACTTAACTCCA 3

MP F3)5 TAGAGTGTGGTAGGGAGTTTTGG 3
2P M. pneumoniae 110
MP R3)5' CCTAAGCGTCAGTATTGGC 3'

F3) 5 ATAGGGGGCGAGCGTTATC 3’

R3) 5 GTTAAGCACTGCACTTACACC 3 189

F3)5 ATAGGGGGCGAGCGTTATC 3 N

R4) 5 TCATAGCCTCACAGCGTTA 3 204

F3) 5 ATAGGGGGCGAGCGTTATC 3 .
3 A laidlawi R5) 5 TAGTTTTCATAGCCTCACAGC 3 210

F4) 5 CTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATATGG 3 87

R3) 5 GTTAAGCACTGCACTTACACC 3

F4) 5 CTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATATGG 3

R4) 5 TCATAGCCTCACAGCGTTA 3 102

F4) 5 CTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATATGG 3 108

R5) 5 TAGTTTTCATAGCCTCACAGC 3

" apesar de terem mais do que 200 pb, estes cosjianton testados devido & proximidade do tamankdrdgmentos em relacéo a esse limite;
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De acordo com a previsaa silico, o tamanho dos produtos amplificados pelos
conjuntos prospectados variou de 87 a 210 pb (ated DNA Technologi&y dependendo
do grupo alvo (Tabela 4.1).

A T, dos iniciadores, que deve ser proxima a 60 °C ¢l € a temperatura indicada
nas etapas de anelamento e extensdo (Raymaelkars2809; Applied Biosystefh 2013),
variou de 52,3 a 56,7 °C (Integrated DNA Techna@sdi A diferenca del,, entre os oligos
especificos para um mesmo grupo variou de 0,8 &G (Integrated DNA Technologi®g e
entre grupos distintos para o caso de uma reacaowdtiplex foi de 4,4 °C, obedecendo ao
limite de 5 °C de diferenca (Tabela 4.2).

Os iniciadores selecionados para cada um dos gidgrosnstraram, apos analise
silico, uma variacdo de -1,14 a 1,71 kcal/mol (IntegraBdA TechnologieS), que
corresponde a previsdo de formacdo de alcas em °85,&8 -29,7 °C (Integrated DNA
TechnologieS) (Tabela 4.2) (Figura 4.9).

A energia (kcal/mol) para a formacéo de dimero® dev a menor possivel, indicando
a menor possibilidade para a sua ocorréncia. Plaraacdo de homodimeros, ela variou de -
7,05 a -3,61 kcal/mol (Tabela 4.2) e para heteredds) considerando os iniciadores de um
mesmo grupo, ela variou de -6,21 a -3,14 kcal/mid. caso de uma qPCR multiplex,
assumindo a utilizacdo de um par de iniciadoresadia grupo, a energia variou de -7,79 a -
3,14 kcal/mol (Integrated DNA Technolodi@gTabela 4.3.1 e 4.3.2).

Tabela 4.2: Caracterizacdo dos iniciadores quantooapercentual de bases CG e a previsdo dg,,
formacéo de algas e homodimeros (Integrated DNA Thoologies).

Grupo Iniciador (;r(r:”) % CG A(‘l%?)s (k(f;;i?nsol) H?krggﬂ'},rgf)m
1 F1 54,3 47,6 31,8 -0,62 -5,38
R1 55,1 55,6 19,7 0,35 -6,75
F2 55,8 40,7 28.7 -0.29 -6,34
M R2 53,2 39,1 35.1 -1.14 -4,85
p MPF3 56 47,8 -29,7 1,71 -0,96
MPR3 53,2 52,6 17,6 0,42 -3,61
F3 56.7 57,9 6.9 1.06 -3.61
F4 52.3 32,1 29.3 -0,6 -5.49
3 R3 54 47,6 28.6 -0.23 -7.05
R4 53.2 47,4 20.5 0.24 -3.61

R5 524 429 20.5 0.24 -3.14




Tabela 4.3: Formagéo de heterodimeros entre os ifaclores prospectados (Integrated DNA Technologi€s Os valores destacados em azul representam a eneagasaria

para a formacao de dimeros entre os iniciadorkzagtbs na amplificacdo de micoplasmas pertencemesesmo grupo.

Heterodimero (kcal/mol)

F1 F2 MPF3 F3 F4
F1 -# F1 -4,95 F1 -4.77 F1 -6,21 F1 -5,19
F2 -4,95 F2 -# F2 -7.18 F2 -4,74 F2 -8,02
MPF3 -4.77 MPF3 -7.18 MPF3 -* MPF3 -1.57 MPF3 -3.89
F3 -6,21 F3 4,74 F3 -1.57 F3 -# F3 -*
F4 -5,19 F4 -8,02 F4 -3.89 F4 -# F4 -#
R1 -5,91 R1 -6,69 R1 -4.41 R1 -6,75 R1 -8,02
R2 -4,52 R2 -3,14 R2 -9.53 R2 -4,95 R2 5,37
MPR3 -6.21 MPR3 -4.74 MPR3 -5.63 MPR3 -5.63 MPR3 -3.61
R3 -5,09 R3 -4,64 R3 -4.89 R3 -3,14 R3 -6.21
R4 -4,95 R4 -6,69 R4 -5.25 R4 -6,21 R4 -4.39
R5 -3,43 R5 -7,18 R5 -5.25 R5 -6,21 R5 -4,39

# néo foi calculado, pois eles ndo seriam utilizgdotos numa reacéo de qPCR multiplex por amplifim apenaa. laidlawii.



Tabela 4.3: Formacao de heterodimeros entre os ifgclores prospectados (Integrated DNA Technologi&} (continuagao).
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Heterodimero (kcal/mol)

R1 R2 MPR3 R3 R4 R5
F1 - F1 -4,52 F1 -6.21 F1 -5,09 F1 -4,95 F1 -3,43
F2 -6,69 F2 - F2 -4.74 F2 -4,74 F2 -6,69 F2 -7,18
MPF3 - MPF3 - MPF3 - MPF3 - MPF3 - MPF3 -
F3 -6,75 F3 -4,95 F3 -5.63 F3 - F3 -6,21 F3 -6,21
F4 -8,02 F4 -5,37 F4 -3.61 F4 - F4 - F4 -4,39
R1 -# R1 -5,91 R1 -6.75 R1 -6,69 R1 -6,75 R1 -3,14
R2 -5,91 R2 -# R2 -5.02 R2 -7,79 R2 -4,95 R2 -4,88
MPR3 - MPR3 - MPR3 -# MPR3 - MPR3 - MPR3 -
R3 -6,69 R3 -7,79 R3 -4.89 R3 -# R3 -# R3 -#
R4 -6,75 R4 -4,95 R4 -6.21 R4 -# R4 -# R4 -#
R5 -3,14 R5 -4,88 R5 -6.21 R5 -# R5 -# R5 -#
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Figura 4.9: Andlisein silico dos iniciadores F1 (senso) e R1 (anti-senso). ABe Estrutura das alcas
formadas por de F1 e R1, respectivamente, congasies entre as bases citosina e guanina em verreelh
as bases timina e adenina em azul. Fonte: IDT Bfigtyzer 3.1 (Integrated DNA Technolodigs

4.2- Incluséo de espécies ddycoplasmasp. detectadas pelos iniciadores

Apesar das espécies recomendadas pela FE sereamtasnmantes mais frequentemente
encontrados (Bolske, G. 1988; McGarrity, 1992; Ad894; Drexler & Upfoff, 2002), diversas
outras bactérias da clashllicuttes também sédo detectadas contaminando ndo s6 o ambient
laboratorial, como também infectando animais @dizs na producdo de insumos para laboratorio
(Hu et al., 1995; WHO, 1998; Tang et al., 2000koet al., 2012; Netto, 2013).

O sistema de deteccdo SYBBreen foi escolhido para as reacdes de qiCRuUSepois
permite detec¢cdo de um numero elevado de espéeipmdeira mais simplificada do que quando
utilizadas sondas de hidrélise devido a caractesishespecifica do fluor6foro de intercalar em
gualquer dupla fita de DNA (Raemakers et al., 2009)
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Os imunobiolégicos como a vacina de febre amadsaido a sua producdo em ovos de
galinha embrionados, podem estar sujeitos a contg@o por outras espécies de micoplasmas
comoM. gallinaceume M. gallinarum(Wang, 1990), além dé. gallisepticum e M. synoviagque
séo de detecc¢do obrigatoria pela FE 7.0.

Insumos como os soros fetais bovino, suino e egediaoatualmente utilizados em outros
ensaios de CQ no DEQUA e, devido a sua origem dnpodem estar contaminados com espécies
de micoplasmas especificdd: bovis(Pfutzner & Sachse, 1996)). alvi e M. hypopneumoniae
(Gourlay et al.., 1994) kl. pulmonis(Allan & Lemcke, 1975), respectivamente. Assinaftiizacao
de oligonucleotideos com a capacidade de detectaraior nimero possivel de espécies de
Mycoplasmgpermite a sua aplicacdo em diversos tipos de aaspstomo no caso da demanda do
CQ de Bio-Manguinhos.

Através da andlisie silico no BLASTI® (NCBI®) dos iniciadores prospectados e descritos
anteriormente em 4.1, foi possivel determinar cq@ual de similidaridade entre eles e outras
espécies délycoplasmarelacionadas com os imunobioldgicos e insumos @deMginguinhos, ou
previamente relatadas na literatura como imporsamentaminantes do ambiente laboratorial
(Rawadi et al.., 1995; Razin et al.., 1998; DrexeUpfoff, 2002). Além disso, foi também
pesquisado sem a selecdo de uma espécie espapificaas espécies Wy coplasmaeriam 100%
de similaridade com os iniciadores prospectadoss Bamsos em que o grau de semelhanca
encontrado foi acima de 70% (Razin et al., 1998gespécies foram consideradas como detectaveis
pelos oligonucleotideos.

Os iniciadores dos grupos 1 e 2M apresentam naergersimilaridade acima de 94% com
0s micoplasmas preconizados pela FE, mas tambésugrosesse percentual com pelo menos
outras 40 espécies do mesmo género- 35 com odudo @re 5 com os do grupo 2M (Tabela 4.4).
Além disso, como o iniciador F2 possui 89% de siridhde comM. pneumoniage o0 anti-senso
R2 100%, é provavel que este conjunto também candajectar esta espécie, além do par
MPF3/R3 desenhado especificamente para este mscoala

Como ao menos 41 bactérias da cladsélicutes poderiam ser detectadas pelos iniciadores
dos quatro grupos do protocolo desenvolvidochouse(Tabela 4.4), seria possivel aumentar a
guantidade de produtos para testes de CQ realizal&ETBI que necessitam de certificado de

esterilidade, assim como ampliar a seguranca dasdhbiologicos produzidos.
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Tabela 4.4: Espécies ddlycoplasmasp. eA. laidlawii detectadasin silico por cada um dos conjuntos de iniciadores desenhagld uso dos oligonucleotideos prospectados
permite a detecgdo de pelo menos 41 espécies dplasma, pois cada um dos iniciadores senso eamse possuem 94-100% de identidade com as esfdésEias abaixo. As
espécies em negrito sdo aquelas preconizadasbglark a pesquisa de micoplasmas em imunobioldgicos

Espécies déMycoplasmasp. eA. laidlawii

M. agalactiae M. canis M. columborale M. iners M. phocirhinis
M. anatis M. capricolum M. fermentans M. lipofaciens M. primatum
M. arginini M. caviae M. gallinarum M. maculosum M. pulmonis
Grupo 1-F1R1 M. bovigenitalium M. citelli M. hominis M. meleagridis M. spermatolpinn
M. bovis M. conjunctivae M. hyopneumoniae M. opalescens M. synoviae
M. californicum M. columbinasale M. hyorhinis M. orale M. testudineum
M. canadense M. columbinum M. iguanae M. phocicateb M. zalophidermidis
Grupo 2M- F2R2 M. alvi M. gallisepticum M. imitans M. pirum M. pneumoniae
Grupo 2P- MPF3/R3 M. pneumoniae - - - -
Grupo 3- F3R3/ F3R4/ F3R5/ FAR5 A. laidlawii - - - -

* 89% de similaridade com F2.
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4.3- Otimizacao das reacdes de qPGR house

A otimizacdo da concentracdo dos iniciadores aagdes de gPCR € uma etapa essencial
pois tanto em quantidades insuficientes, quant@eresso formando dimeros, podem diminuir a
sensibilidade de deteccdo do alvo e a eficiénciaedado (Bustin et al.., 2009). Além disso, 0s
iniciadores dimerizados podem diminuir a espedéide do ensaio, principalmente quando
utilizado o sistema SYBR Green, devido & formacéo de sitios para a ligalgi@nzimaTaq
polimerase que promovera a extensao de produtos inespexifige podem ser confundidos com
um resultado positivo. (Raymaekers et al.., 2008ttiR et al.., 2004; Spandidos et al.., 2009).

4.3.1- Otimizacéo do par F3R3

A concentracdo apropriada de iniciadores para esagé qPCR variam dependendo de suas
caracteristicas como tamanho, conteido CG e prapemsormacdo de dimeros. Além disso, o
tamanho e composicao do produto de gPCR formadoémaninfluencia no processo de otimizacao
da reacédo (Raymaekers et al., 2009; Life Tencnetp@015b).

De acordo com Ponchel et al. (2003), a concerdr&@al de iniciadores € considerada
otima quando a formacéo de produto especifico émgde a formacdo de dimeros € maxima em
um experimento positiveersusnegativo. Apesar de serem relatadas formulas @aeu calculo
(Life Technologies, 2015b, 2015c), ndo h4 um coseaobre a sua utilizagao.

Apesar das diferentes indicacdes na literaturecaadas faixas 6timas de concentracdo dos
iniciadores (Life Tecnologi€s 2015b; 5PRIME, 2015; Sigma Aldrich, 2015), ha4 um consenso
gue maiores concentracdes de oligonucleotideosigmop a formacdo de dimeros, sendo mais
indicado o uso de iniciadores com as menores ctragées possiveis (Sigma Aldrich, 2015).

De forma a avaliar o perfil de amplificagcdo do [F&@R3 (escolhido para amplifica.
laidlawii conforme descrito posteriormente em 4.4.1.4 el&Y.e a presenca de dimeros de
iniciadores, as concentracdes de 800 nM, 600 nkI,nA0 e 200 nM foram testadas para a deteccéo
de 25, 5 e 0,5 UFC d& laidlawii.

Além de ter sido detectado 0,5 UFCAldaidlawii em todas as concentracfes anteriores em
pelo menos uma das replicatas, foi observado aeiasée dimerizacdo de iniciadores mesmo com
800 nM (Figura 4.10) (Tabela 4.5). A utilizacdo elesaios com a combinacdo de diferentes

concentragfes de iniciador senso e anti-senso tamééelaram resultados similares (dados néo
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mostrados), demonstrando a possibilidade da wwlzade maiores concentracdes desses

oligonucleotideos nas reacdes de qPCR.

Tabela 4.5: Valores de Ge T, das reacdes de otimizagao dos iniciadores sensané-senso F3 e R3 com 200 nM,
400 nM, 600 nM e 800 nM.

Iniciador senso F3

A.laidlawii (UFC) (M) Iniciador anti-senso R3 (nM) Cq T
29,21 74,12
200 200
28,94 74,46
28,25 74,83
400 400
28,58 74,83
25
28,11 74,98
600 600
28,06 75,15
28,49 74,83
800 800
28,02 75,01
32,06 74,64
200 200
32,04 74,98
31,84 74,83
400 400
32,79 74,83
5
31,76 75,49
600 600
32,43 75,67
30,74 75,01
800 800
31,94 74,83
- 66,32
200 200
35,01 74,98
- 69,18
400 400
36,04 74,49
0,5
34,63 75,49
600 600
34,45 75,49
34,99 74,83
800 800

- 66,77
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Figura 4.10: Otimizacao das reacdes de gPCIR housecom os iniciadores F3R3(Da esquerda para direitA}D:
Curvas de amplificacéo e de dissociacdo de 25 @), & (em verde) e 0,5 UFC (em roxo) Aelaidlawii com os
iniciadores F3R3 nas concentracBes de 200 nM, ¥)®BA0 nM e 800 nM, respectivamente.
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Como o aumento da concentracdo de iniciadoreséanaumenta a chance de deteccéo do
DNA alvo, foi testado em um novo ensaio as coneedts de 800 nM e 1 uM do conjunto F3R3
(Figura 4.11).

A amplificagcéo deA. laidlawii ndo ocorreu de forma satisfatéria, uma vez quealmses de
Cy de 25 UFC neste ensaio, quando utilizada a coregg@nt de 800 nM, foram superiores em
aproximadamente 5 aos obtidos no ensaio anteriabgf@ 4.6). Uma vez que as condi¢des
experimentais se mantiveram as mesmas, esse desptide ser indicativo de degradacdo do DNA
alvo. Entretanto, foi possivel avaliar a formac@&ad@émeros quando utilizados na concentracdo de 1
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Figura 4.11: Ensaio de amplificacdo dé. laidlawii com o par F3R3 nas concentracdes de com 1 uM e 8. A
e B: Amplificacdo de 25 (em azul), 5 (em verde) e 0,5CYEm laranja) dé. laidlawii com 1 pM e 800 nM de F3R3,
respectivamente. Controle negativo de amplificagg@overmelho e controle negativo de extracdo naapdmseta.
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Tabela 4.6: Valores de Ge T, das reacdes de otimizag&o dos iniciadores sensané-senso F3 e R3 com 800 nM
el puM.

A.laidlawii (UFC) Iniciador senso F3 Iniciador anti-senso R3 Cq i
33,11 74,62
25
32,01 74,97
35,01 74,97
5 1uM 1uM
35,01 75,14
38,02 85,66
0,5
- 63,58
32,26 74,28
25
33,64 74,97
- 85,49
5 800 nM 800 nM
35,01 75,14
- 67,72
0,5
- 68,75

De acordo com os resultados descritos anterioameat prospeccédo dos iniciadores, 0
conjunto F3R3 possui baixa complementariedade esitr€Tabela 4.3) e, portanto, pequena
propensédo a formacéo de dimeros. Corroborando saamélisesn silico, a formacédo de dimeros
de iniciadores ndo prejudicou a interpretacdo @ssltados, mesmo na concentracdo de 1 pM,
através da analise de, @nexistente) e curva de dissociagdo cbmde 69,27 °C (Figura 4.11),
sendo portanto esta a concentracao adotada paagaorde gPCR housereferente ao par F3R3.

4.3.2- Otimizacéo do par F1R1

Da mesma forma que nos ensaios para a otimizagAmidiadores F3R3, foram testadas as
concentracdes de 200 a 800 nM para a deteccao, @&ee26,5 UFC dél. orale Assim como com
F3R3, foi possivel a deteccdo da menor quantidadeadtéria alvo em todas as concentracdes de
oligonucleotideos. Ainda, mesmo na concentracd80fenM, ndo houve formacédo de dimeros
(dados ndo mostrados).

Seguindo a mesma ldégica previamente adotada, ftesiadas as concentracdes de 1 uM e
800 nM dos iniciadores F1 e R1.

Como foi possivel detectar até 0,5 UFCMeorale nas duas concentragdes, e ndo houve
curva de amplificagdo no controle negativo de gRT&bela 4.7) (Figura 4.12), foi escolhida a

concentracdo de 1 uM para as reacfes de gR8&usecom o conjunto F1R1.
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Tabela 4.7:Valores de G, e T,, das reag6es de otimizagao dos iniciadores sensanéi-senso F1 e R1 com 800 nM
el puM.

Iniciador anti-senso

M. orale (UFC) Iniciador senso F1 R1 Cq Tm
95 24,47 76,62
24,78 77,14
28,28 76,96
5 1uM 1uM
H H 28,31 77,31
2,6 77,4
0.5 32,68 ,48
31,89 77,31
o5 24,70 77,14
24,84 77,31
28,36 77,31
5 800 nM 800 nM ’ '
n : 28,06 77,48
3,75 77,31
0,5 33 3
30,87 77,65
A
a =
8 £
" : |
= g |
Ciclo Tamperatora 7C)
B
[ Bed E__
g
£
Cicla Tamperatura £

Figura 4.12: Ensaio de otimizacéo dos iniciadoreslR1. A e B:Amplificacdo de 25 (em laranja), 5 (em rosa) e 0,5
UFC (em roxo) deM. orale com 1 pM e 800 nM de F1R1, respectivame@entrole negativo de amplificacdo em
vermelho.
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4.3.3- Otimizacéo do par F2R2 e MPF3/R3

De forma a reduzir gastos e tempo, e devido assltaelos obtidos nos ensaios de
otimizag&o anteriores com os conjuntos F1R1 e K&R®borarem com a analisesilico realizada
na prospecc¢ao dos iniciadores, os conjuntos F2ZRPFE3/R3 foram testados na concentracao de 1
MM para a deteccdo de 25 UFCMegallisepticume M. pneumoniae

Nas reacfes com o0s conjuntos F2R2 e MPF3/R3, raplesa controles negativos de
amplificacéo apresentarem curva de amplificacde éislsociacédo, os valores dg €T, obtidos
foram de 39,22 e 67,48 °C, e 35,47 e 72,14 °Cectispmente. Portanto, a formacdo de dimeros
néo prejudicou a amplificacdo de 25 UFCMlegallisepticuma qual ocorreu em{28,41 (média;
dp= 0,16) €T, 74,96 °C (média; dp= 0,36) (Figura 4.12 A) e d&JFE deM. pneumoniae&m G,
23,42 (média; dp= 0,12)®,, 75,44 °C (média; dp= 0) (Figura 4.12 B).

ARn

Dermvagiio do reporler

Ciclo Tamparatum (°C)

ARn
Derteagio do reparter

Ciclo Temperatum {*C)

Figura 4.13: Ensaio de otimizacdo com F2R2 e MPF38R A: Amplificacdo de 25 UFC d#l. gallisepticum(em
roxo) com 1 uM de F2R2 por gPGRhouse B: Amplificacdo de 25 UFC d®l. pneumoniadem rosa) com 1 uM de
MPF3/ R3 por gPCHkh house Controle negativo de amplificacdo em vermelho.
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Como os iniciadores F2 e R2 possuem similaridame M. pneumoniaede 89 e 100%,
respectivamente, foi realizado um ensaio comparasdeacdes de amplificacdo de 25 UFC desta

espécie, com este par e o conjunto MPF3/R3 (pacésmw) (Figura 4.14).

ARn

Drermvagio do reporter

—

Cala Temparatua {°C)

Figura 4.14: Comparacédo dos iniciadores F2R2 e MPH33 na deteccdo dél. pneumoniae Amplificacdo de 25
UFC deM. pneumonia@elos conjuntos F2R2 (em azul) e MPF3/R3 (em rosa)

Tabela 4.8: Valores de G e T, das reacdes de amplificagcdo de 25 UFC dé. pneumoniae utilizando os
iniciadores F2R2 e MPF3/R3.

. Iniciador Iniciador anti-
M. pneumoniag(UFC) senso1puM  senso 1 uM Cq Tm

27,98 73,66

25 F2 R2
29,58 73,49
28,20 75,80

25 MPF3 MPR3
27,95 76,67

Conforme esperado pela analisesilico, o par F2R2, além de amplificht. gallisepticum
também é capaz de deteckdr pneumoniagporém com menor sensibilidade (Tabela 4.8) e com
diferenca nal, - 73,36 °C (F2R2) e 75,44 °C (MPF3/R3). Essa difegaena temperatura de
dissociacao pode ser justificada pelas difereg®es ddocus16S rDNA amplificadas por cada
um dos conjuntos de iniciadores (Figura 4.8), qae terem tamanhos, composi¢cdo de CG e
sequéncias de bases nitrogenadas distinhas, afi@etamente esse parametro (Santa Lucia, 1998;
Raymaekers et al., 2009; Spandidos et al., 20@8; Tlechnologiey 2012). De forma a corroborar
com este racional, foi utilizado o programa IDT goknalyzer (Integrated DNA Technologfds
para estimar &, dos dois fragmentos. Apesar das temperaturas gadas nao refletirem os
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resultados obtidom vitro- provavelmente pela analisesilico utilizar parametros de concentracao
de magnésio e sal distintos dos ensaios por gR@Buse foi observada também uma diferenca de
Tm entre os dois fragmentos: 1,4 °C (Integrated DNs&HRhologieS).

Nos ensaios de qPCR house o conjunto MPF3/R3 demonstrou um melhor desempenh
em comparacdo ao par F2R2 na deteccad.demeumoniaeom relacdo a sua maior sensibilidade
(Figura 4.13 e 4.14). Além disso,Ta do fragmento formado foi superior (Figura 4.13 244.
evitando assim que a amplificacdo desta espéciespadser confundida com dimeros de
iniciadores, principalmente se em baixa contamimagé considerando um ensaio multiplex.
Portanto, os iniciadores MPF3/R3 foram escolhidos ps ensaios subsequentes para a detecgcao de
M. pneumonia@ela gPCRn house

Dessa forma, a concentracdo adotada para gRPG8usecom os iniciadores F2, R2, MPF3

e MPR3, assim como 0s outros conjuntos prospectémlate 1 uM.

4.4- Especificidade

4.4.1- Ensaios com as bactérias do génestreptococcus, Clostridiuna Lactobacillussp.

A classeMollicutespode ser dividida em seis géneros, dentre eMgaoplasmasp.- 0 que
contém o maior nimero de espécies- &choleplasmasp. (Razin et al., 1998). A caracterizacédo
molecular da regido 16S rDNA revelou que essaelésglacionada filogeneticamente as bactérias
gram-positivas com DNA de baixa composicéo citdgmanina (Woese et al., 1987; Weisburg et
al., 1989; Razin et al., 1998). Por isso, a comgrao da especificidade dos iniciadores deve nao
s6 ser baseada em anéligessilico através da ferramenta BLAST(UNCBI®), mas também ser
evidenciada a partir de ensaios experimentaigtro, como avaliagdo de perfil de amplificacéo e
curva de dissociacao nos ensaios de qPCR (Busiin 2009).

Apesar de alguns estudos utilizarem diversas bastggram-positivas para testes de
especificidade (van Kuppeveld et al., 1992; Teyssoal., 1993; Wirth, 1994; Tabatabaei-Qomi et
al., 2014), foram obedecidos os critérios estamemo capitulo 2.6.7 da FE 7.0, que preconiza o
uso de espécies dos génefatseptococcus, Clostridiune Lactobacillussp. para os testes de
especificidade quando se utiliza técnicas NAT mii@ccdo de micoplasmas (Deutschmann et al.,

2010), por serem bactérias filogeneticamente pragiaos microrganismos da clabsalicutes
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Uma vez que sao aplicadas as boas praticas dede#o e de laboratorio, ndo é esperada a
ocorréncia de uma contaminacdo bacteriana macicapmaesso produtivo de produtos
farmacéuticos e no ambiente laboratorial (Deutscimet al., 2010). Dessa forma, foi testado o
DNA na concentracéo correspondente a 100 UFC/mtada uma das espéciesSiepyogenesC.
sporogeneg L. acidophilusgue para um ensaio sensivel como a gPCR, repraseatguantidade
elevada de massa bacteriana.

A especificidade dos iniciadores para cada grupandmplasmas foi avaliada frente a

auséncia de amplifica¢éo ou formacéo de produspefico, por analise deg,@ssociada &.

4.4.1.1- Ensaios com os iniciadores do grupo M, orale, M. synoviae, M. fermentans, M

arginini e M. hyorhinis)

De acordo com a analige silico (BLASTn®- NCBI®), o percentual de similaridade entre o
iniciador senso F1 e a regidao 16S rDNA Slepyogenes, C. sporogeres. acidophilusfoi de
66,7%, e entre o0 anti-senso R1 e o mesmoas foi de 88,8% para as espéctespyogenes L.
acidophilus e de 66,7% par@. sporogenegTabela 4.9). Apesar da similaridade do R1 estianac
de 70% nos casos dkreptococcu® Lactobacillus ensaios de gPCR houseforam realizados
para descartar a possibilidade de haver amplifcsag@a vez que a formacéo de produto de forma
efetiva necessita da participacdo tanto do iniciadaso quanto do anti-senso.

O conjunto F1R1, desenhado para a deteccdo de aspeécies de micoplasmas
recomendados pela FE 7.0, amplificou 100 UF®Aderalee M. synoviagem G, de 25,57 (média;
dp= 0,11) e 26,02 (média; dp= 0,13) e curva deodiagdo com pico Unico em temperatura de
78,26 (média; dp= 0,12) e 76,48 °C (média; dp= 0(EQgura 4.15 A), respectivamente. Essa
diferenca naT,, entre as duas espécies pode ser justificada ffelerta de contetdo CG do
fragmento amplificado (43,4% M. synoviaee 47,8% -M. orale), que afeta diretamente a
temperatura de dissociacao.

Nos ensaios com 100 UFC de cada uma das trés espbzibactérias filogeneticamente
préximas aos micoplasmas individualmente (Figui® 8) e enpool (Figura 4.15 C), ndo houve
amplificacdo nos testes, ou og Ge amplificacdo encontrados foram acima de 35efexC.
sporogenes com formacdo de picos inespecificos nas cunedglidsociacdo (Tabela 4.9). A
presenca de picos na curva de dissociaca&toeptococcuse Lactobacillus pode ter ocorrido
devido ao elevado percentual de similaridade doiador anti-senso R1 com estas bactérias.
Entretanto, como &,, € bem diferente d&, das bactérias da claggellicutes assim como o perfil
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da curva de dissociacdo, isso nao inviabilizou i#izatdo do conjunto F1R1 nos ensaios

subsequentes de gP@Rhouse
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Figura 4.15: Teste de especificidade do conjunto R1. (Da esquerda para direitd) Grafico de amplificagao de 100
UFC de M. orale (em azul) eM. synoviae(em marrom) e suas respectivas curvas dedissociBga@rafico de
amplificacdo de 25 UFC dd. orale (em preto) e de 100 UFC & pyogeneem marrom,) L. acidophilugem azul) e
C. sporogenegem verde) e suas respectivas curvas de dissoci@cégrafico de amplificacdo de 25 UFC Mk orale
(em preto) gpoolcom 100 UFC d&. pyogenes, L. acidophile<C. sporogene@m vinho)e suas respectivas curvas de
dissociacao.
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espécies deés. pyogenesC. sporogenes, L. acidophilis de pool com essas trés espécies e andlissilico no
GenBanR (NCBI®) do percentual de similaridade e regido de paratndos iniciadores senso e anti-senso.

Espécie c T Similaridade Regiédo Similaridade Regiado
testada d m com F1 codificante com R1 codificante
35,95 71,54
66,7 % 88,9%
S. pyogenes 38,25 62,14 (KJ620886) 16S rDNA (IN578220) 16S rDNA
- 82,83
32,66 83,17
71,4% Proteina de
(CP011663) transporte 66,7 %
C. sporogenes 32.4 84.37 (CPO11663) 16S rDNA
66,7%
32,03 84,2 (LC037227) 16S rDNA
- 71,88
. : 66,7% 88,9%
L. acidophilus - 72,06 (KP966439) 16S rDNA (KJ850588) 16S rDNA
35,77 62,99
35,47 82,83
Pool 35,47 65,39 - - - -
35,7 83

4.4.1.2- Ensaios com os iniciadores do grupo 2N ( gallisepticum

Nos ensaios de especificidade com o conjunto F2R&nplificagcdo de 100 UFC dd.
gallisepticum ocorreu em € 30,15 (meédia; dp= 0,14) &, de 76,06 °C (média;, dp= 0).
Adicionalmente, foi testado DNA de 100 UFCMepneumoniaegue amplificou em ge Ty, 28,78

(média; dp= 1,13) e 73,57 °C (média; dp= 0,12) {Fagt.16 A), mantendo o mesmo resultado em

relacdo &, encontrado em 4.3.3.
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Figura 4.16: Teste de especificidade do conjunto R2. (Da esquerda para direitd) Grafico de amplificagao de 100
UFC deM. gallisepticumem vinho), 100 UFC dil. pneumoniagéem rosa), controle de extracdo (em verde) e dentro
negativo de gPCR (em vermelho), e suas respeawasirvas de dissociac@. Grafico de amplificacdo de 25 UFC
de M. pneumoniadem azul) e 100 UFC d8. pyogenegem verde) L. acidophilusiem marrom)C. sporogenegem
laranja) epool das trés espécies (em laranja) e suas respectinzss de dissociacao.

Apesar do conteudo CG dd. gallisepticumser similar em relacdo ao dé. orale M.
synoviag(48,4%, 49,4% e 45,9%, respectivamente- Integ@téd Technologie$), sugere-se que
a T, desta espécie seja mais baixa do qilig das espécies do grupo 1 devido ao tamanho inferior
de seu fragmento (Tabela 4.1) (Raymaekers et@9;d ife Technologi€s 2012).

Nos ensaiosn vitro com as espécies d& pyogenes, C. sporogeres. acidophilus os
iniciadores F2R2 também se mostraram especificass mao detectaram as bactérias
filogeneticamente proximas aos micoplasmas (Figuté B), o que era esperado de acordo com a
avaliacdoin silico (BLASTn®- NCBI®) da similaridade dos oligonucleotideos com estasébias
(Tabela 4.10). Além disso, apesar da presenca W@ ce amplificacdo no controle negativo de
amplificacéo, ndo houve comprometimento da intésgé® dos resultados pois g fGi de 39,52,

um valor muito elevado e normalmente ndo consigdecaino positivo em ensaios de qPCR, e a
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curva de dissociacao apresentou picoTgnde 68,01 °C, tipico de dimero de iniciadores (Fgu
4.16) (Raymaekers et al., 2009).

Tabela 4.10: Teste de especificidade de F2R2alores de ¢ e T, encontrados nas triplicatas dos ensaios de gPCR
das espécies dB. pyogene<C. sporogenes, L. acidophiiddepool com essas trés espécies e anafissilico no
GenBanR (NCBI®) do percentual de similaridade e regido de paratndos iniciadores senso e anti-senso.

Espécie C T Similaridade Regido Similaridade Regido
testada g m com F2 codificante com R2 codificante
35,93 68,09
51,8% Nao 69,6%
S.pyogenes| 38,20 69.45 1 (cP007041) codificante (NR_074091) 165 DNA
35,22 68,43
36,00 68,94
)
51,8% N0
) (CP011663) .. 69,6%
C. sporogenes 37,07 69,62 codificante (LC037227) 16S rDNA
37,04% 16S rDNA
36,93 73,03 (LC037227)
38,76 68,94 ~
51,8% Nao
L. acidophilus| 37,08 69,11 | (CP002559) codificante  ,, 22:0%  16S rDNA
' ’ ’ (KF738669)
33,3%
38,46 69,28 (KF724889) 16S rDNA
38,33 69,45
Pool 37,58 69,96 - - - -
38,15 69,11

4.4.1.3- Ensaios com os iniciadores do grupo 2M.(pneumoniag

De acordo com a avaliacéo realizadailico (BLASTn®- NCBI®) da similaridade entre os
iniciadores MPF3/R3 e as sequéncias gendmicaS. dge/ogenes, C. sporogenes, L. acidophilus
(Tabela 4.11), este par foi considerado espeqgifica a deteccao dé. pneumoniae

A amplificagcdo de 25 UFC d&l. pneumoniagpor qPCRin housecom os iniciadores
MPF3/R3 ocorreu em{22,82 (média; dp= 0,08)Te, 75,65 °C (media; dp= 0) (Figura 4.17).
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Nas reacOes de amplificacdo de 100 UFCSdeyogenes, C. sporogenes, L. acidophilus
testados isoladamente ocorrey @ amplificacdo em 33,67 (media; dp= 0,79].#72,51 °C
(média; dp= 0,42), 33,09 (média; dp= 0,58)ale 81,57 °C (média; dp= 0,26) e 34,19 (média; dp=
1,25) eTn de 72 °C (média; dp= 1,78), respectivamente (Tabdlad) (Figura 4.17). Apesar da
ocorréncia de picos com elevado valor derivatwdr()) na curva de dissociacdo, principalmente
nos testes cor@. sporogenesestes ndo sao tipicos de amplificacdo especéiém de possuirem
temperaturas distintas ndo s6Mepneumoniaanas também das outras espécied/gieoplasma

sp. testadas.

Tabela 4.11: Teste de especificidade de MPF3/R@alores de ¢ e T, encontrados nas triplicatas dos ensaios de
gPCRin housedas espécies d& pyogene<. sporogenes, L. acidophikislepool com essas trés espécies e andlise
silico no GenBank (NCBI®) do percentual de similaridade e regifo de paraanos iniciadores senso e anti-senso.

Similaridad Regido

, . _ i Similaridade Regido
Espécie testade Cq Tm e coFrg MP codn;cant com MP R3  codificante
34,24 72,91
S pvogenes 63,1% Proteina de 63,1% Isoleucina
- Pyog 33,11 72,06 | (HG316453) transporte (HG316453)  tligase
i 72,57
Proteina de
57,9% ~
81,29 ’ esporulaca
33,30 63.1% Proteina de (CP011663) 0
C. sporogenes 81,63 | (CP011663) ligacdo Fe-
33,53 S 47,4% 16S rDNA
81.80 (LC037227)
32,43 ’
i 63,1% Nao
70,00 (CP010432) codificante
L. acidophilus 57,9% N&o
' P 35,07 73,42 | (CP010432) codificante 42.1% 16S IDNA
(KR732278)
33,30 72,57
34,54 72,40
Pool 34,27 71,37 - - - -
35,50 72,06

Alem disso, o elevado valor dg €ncontrados associado a essas interferénciasvea del

dissociacao demonstram a inespecificidade da #gérecia detectada, que pode ter ocorrido devido



76

a ligacdo das moléculas de SYBRreen as duplas-fitas de DNA bacteriano adicioriadeacao
em grande quantidade.

Nos testes com pool de 100 UFC formado por estas bactérias foi polsehaervar @ de
amplificagdo em 34,77 (média; dp= 0,64)Tg de 71,94 °C (média;, dp= 0,52). De forma
interessante, quando adicionados & mesma reacfAadBs trés bactérias, em quantidades iguais
para totalizar 100 UFC, o pico em torno de 81 Y@hé&mlo na presenca @ sporogenesdo é mais
visualizado de forma significativaaARn < 0,5), demonstrando a influéncia da quantiddele
material genético desta espécie na reacao de gPRRIsena formacgéo de picos inespecificos.

Como no ambiente de producéo industrial ndo é adparma quantidade de contaminagéo
elevada (Deutschmann et al., 2010) e as interfer@mgeradas sao caracteristicamente inespecificas
e distinguiveis de uma contaminacdo phrpneumoniagos oligonucleotideos MPF3/R3 foram

considerados especificos e adequados nos emsait® para a qPChh house
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Figura 4.17: Teste de especificidade do conjunto MB/R3. (Da esquerda para diretira). Grafico de amplificaga
25 UFC deM. pneumoniagéem rosa), 100 UFC d&. pyogenegem marrom)L. acidophilugem verde)C. sporogenes
(em azul)pool (em laranja) e controle negativo de amplificag@overmelho, e suas respectivas curvas de dissaciacd

4.4.1.4- Ensaios com os iniciadores do grupo A.(laidlawii)

A escolha do melhor par de iniciadores para a datedeA. laidlawii foi realizada a partir
de ensaios com cada um dos seis conjuntos desenkladacordo com a avaliacdo do perfil de
amplificagdo deste microrganismo e da sua espelctie frente as cepas do génStmeptococcus

Lactobacilluse Clostridiumsp.
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Além da ordem de testagem ter sido aleatéosm ensaios foram em duplicata e a
concentracéo final dos iniciadores escolhida paabzacdo destes testes preliminares foi de 600
KM, uma vez que a otimizagédo da reacgéo pataidlawwinéo tinha sido feita pela indefinicdo dos
melhores oligonucleotideos para esta espécie. E&mseentracdo intermediaria, dentre aquelas
testadas nos ensaios de otimizagao das reacoesgpgrapos 1, 2M e 2P, foi adotada pois nao se
conhecia o comportamento dos oligonucleotideosppriados. Aléem disso, como quanto maior a
concentracdo de iniciadores, maior a chance deafticnde dimeros (Raymaekers et al., 2009), o
uso de 1 uM poderia dificultar a interpretacao dssiltados, e consequentemente, a escolha do par
com melhor desempenho.

O primeiro par testado foi o F3R3, que amplifidf0 UFC deA. laidlawii em G, e pico
unico deT, 26,16 (média; dp= 0,002) e 76,31 °C (média; dp2)0,espectivamente, e apresentou
curva de amplificagéo e de dissocia¢do no contretativo de gPCR de 35,64 e 71,60 °C (Figura
4.18 A).

Nos ensaios com 100 UFC 8epyogene<. sporogenesL. acidophilusforam observadas
curvas de amplificagdo das duas Ultimas bacteaas @, entre 35,32 e 36,80, e formacéo de picos

na curva de dissociagao (Tabela 4.12) (FiguraB)18

Tabela 4.12: Teste de especificidade de F3R&alores de ¢e T, encontrados nas duplicatas dos ensaios de GPCR
housecom 100 UFC das espécies 8e pyogenesC. sporogenes, L. acidophilus analisein silico no GenBank
(NCBI®) do percentual de similaridade e regido de paratndos iniciadores senso e anti-senso.

Espécie C T Similaridade Regido Similaridade  Regido
testada d m com F3 codificante com R3  codificante
- 61,84
S pvogenes 57,9% Regido nao 66,7% Proteina de
- byog (CP007562)  codificante  (AJ301808) superficie
- 62,01
52,4% Proteina
35,83 80,68 (CPO11663) hipotética
73, 7%
C. sporogenes 16S rDNA
(CP011663) 42 9%
36,80 79,65 (LC037227) 16S rDNA
57,9% Regido nado 57,1% Acidocina
35,32 7863 | (CcP010432) codificante (KP728900) B
L. acidophilus
42,1% 42,9%
36,29 74,52 (HG518161.1) 16S rDNA (KI850588) 16S rDNA
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Figura 4.18: Teste de especificidade com F3R@a esquerda para direitd) Grafico de amplificacdo de 100 UFC
deA. laidlawii (em verde) e curva de dissociagdo. Em vermelheagéio do controle negativo de qP®RGréfico de
amplificacdo de 100 UFC dk laidlawii (em verde) e 100 UFC d& pyogenegem laranja)L. acidophilugem vinho)

e C. sporogenefm amarelo) e suas respectivas curvas de disdociag

De acordo com a Tabela 4.12, foi possivel obsaraaracado cort. sporogenesm pico
Gnico na curva de dissociacao copde aproximadamente 80 °C (figura 4.18 B). A preaalessa
curva de dissociacdo bem definida era esperaddalevielatos na literatura sobre a proximidade
filogenética entre os géneros e a dificuldade despgactar iniciadores especificos para a classe
Clostridium (Weisburg et al., 1989; Bove, 1993; Wolf et al.02pD Além disso, através da analise
in silico, foi previsto que o percentual de similaridade eewtriniciador F3 prospectado e a regiao
16S rDNA desta bactéria era acima de 70%, sugedrmussibilidade de amplificacdo dessa regido.
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Como a ocorréncia da amplificacdo exponencial dm a@lepende da atividade de ambos os
iniciadores, e 0 anti-senso R3 possui similaridaua esta bactéria abaixo de 50%, foi possivel que
tenha ocorrido apenas a amplificacdo do fragmeelt ipiciador senso. Isso justifica o elevadp C
encontrado e a curva de dissociacdo ter pico befimidte (ndo sugestivo de dimero ou
amplificacdo inespecifica).

Apesar de na época nao ter sido estabelectt-off da reagdo em relagéo ag G valor de
aproximadamente 35 encontrado na reacdo do comtegjativo de qPCR, aliado ao fato de que
valores elevados de;Gao rotineiramente considerados negativos (Bestal., 2009; Caraguel et
al., 2011), sugeriu-se que esse poderia ser 0 plentorte para a interpretacao dos resultados para
este par de iniciadores. Assim, por analise gleo€ resultados obtidos coBh sporogenegoram
considerados negativos.

E possivel também que a fluorescéncia detectadégstanos casos d€lostridium e
Lactobacillus,seja devido a capacidade do SYBRreen de se ligar a qualquer dupla fita de DNA
(Life Technologie$, 2012). Neste caso, a grande quantidade de DNAioadida a reacgdo
(correspondente a 100 UFC) poderia ter gerado as@mide fluorescéncia ou até mesmo ter
servido de molde para a ligacado de pelo menos wrinidcdadores - mesmo sem a ocorréncia de
amplificacdo, uma vez que existem mais de umaagqgaga o pareamento.

Entretanto, como a liberacdo de um resultado postiiepende da analise do perfil de
amplificacdo em associacdo com a curva de dissuridgfe Technologi€d 2012), e o ¢em que
houve a deteccdo de sinal fluorescente das bactddgeneticamente proximas aos micoplasmas
foi acima de 35 e ab, das curvas de dissociacdo dessas bactérias diflx&mde A. laidlawii, e
este par de iniciadores foi adotado como um catwljgira seu uso na gP@Rhouse

O segundo conjunto a ser testado foi o F3R4, guecdrdo com a figura 4.19, amplificou 5
UFC deA. laidlawii, com G em 29,6 (média; dp= 0,19) e pico unico na curvadidgociagdo com
Tm em 76,6 °C (média; dp= 0,12). Além de néo ter mdoramplificacdo no controle negativo de
gPCR, o par de iniciadores ndo amplificBupyogenesC. sporogeneg L. acidophilus(Figura
4.19) (Tabela 4.13).

Apesar do fragmento formado por este conjunto @dr (@ e a energia para a formacéo de
heterodimero ser de -6,21 kcal/mol (Integrated DWeéchnologieS), o seu desempenho nas
reacoes de qPCR housefoi satisfatorio e, por isso, o par F3R4 tambéms@ecionado para os

testes subsequentes para a escolha do melhodonigara a deteccéo ée laidlwaii.
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Figura 4.19: Teste de especificidade com F3R@a esquerda para direitd) Grafico de amplificacéo de 10 UFC de

A. laidlawii (em verde) e controle negativo de qPCR (em vermethsuas respectivas curvas de dissociaBao.
Gréfico de amplificacédo de 10 UFC delaidlawii (em verde) e 100 UFC d& pyogenegm laranja)L. acidophilus
(em azul) €C. sporogenegem roxo) e suas respectivas curvas de dissociagéao.

Tabela 4.13: Teste de especificidade de F3Rdalores de ¢e T, encontrados nas duplicatas dos ensaios de GPCR

housecom 100 UFC das espécies 8e pyogenesC. sporogenes, L. acidophilues anlisein silico no GenBank
(NCBI®) do percentual de similaridade e regido de paratomios iniciadores senso e anti-senso.

Espécie C T Similaridade Regido  Similaridade Regido
testada q m com F3 codificante com R4 codificante
i 64.14 63,2% Nao
S d ! 57,9% Regi&o néo (CP007241) codificante
- Pyogenes 63.26 (CP007562) codificante 52,6% 165 rDNA
) ' (HM241928) '
63,2%
c - 67,27 23.70% (CP011663) ATPse AAA
’ 16S rDNA
sporogenes (CP011663) 42,1% 16S rDNA
) - (LC037227) '
i 62 57 57,9% Regidondo  63,2% Nao
L. ' (CP010432) codificante (CP002559) codificante
acidophilus 42,1% 42,1%
- - (Hes518161.1) “6S PNA  (11F703009g) 165 TDNA
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Nos ensaios com o par F3R5, a amplificacdo de 100 deA. laidlawii ocorreu no ¢
29,35 (média; dp= 0,18) e pico Unico na curva dsatiacdo comly, de 77,52 °C (média;
dp=0,12). Entretanto, o perfil da sua curva de dioptdo foi atipica, com descontinuidade de
tracado e a sua curva de dissociacdo ndo apresemtpico bem formado, com base estreita tipica
de gPCR com SYBRGreen (Raymaekers et al., 2009), como o obtido esmonjuntos F3R3 e
F3R4 (Figura 4.20 A).
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Figura 4.20: Teste de especificidade com F3R@a esquerda para direitd) Grafico de amplificacdo de 100 UFC
deA. laidlawii (em verde escuro), controle negativo de gPCR (emel&o) e controle de extragdo (em cinza), e suas
respectivas curvas de dissociagg@inGrafico de amplificacdo de 100 UFC Aelaidlawii (em verde escuro) e 100 UFC
de S. pyogeneg&em laranja) L. acidophilusiem vinho) eC. sporogenegem verde claro) e suas respectivas curvas de
dissociacao.
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Dentre as bactérias filogeneticamente relacionadasmicoplasmas testados, a esp&cie
pyogenesapresentou ginferior ao deA. laidlawii (media= 27,64; dp= 0,01) porém, cdip de
89,74 °C (média; dp= 0,12) e multiplos picos navawde dissociacdo. De acordo com o grafico da
figura 4.20 B, parece ter ocorrido reacdo de amptfio, entretanto, ela ndo pode ser afirmada
devido ao percentual de similaridade entre estghbae os iniciadores ndo ser elevado, e a regido
de pareamento dos oligonucleotideos serem disfihtdela 4.14). Ainda, avaliando os iniciadores
em relacdo a regido 16S rDNA 8e pyogenesao foi possivel prever o pareamemtcsilico de
acordo com a ferramenta BLASTHNCBI®). Apesar disso, a presenca dede amplificacéo e
multiplos picos na curva de dissociacéo pode stifipada pela capacidade de ligacdo inespecifica
do SYBR® Green & qualquer dupla fita de DNA, como o DNAteAano que estava em grande
guantidade na reacdo (100 UFC) ou resultado ggreldoligacdo entre os iniciadores e o DNA, ou

ainda, produto inespecifico formado.

Tabela 4.14: Teste de especificidade de F3RBalores de ¢e T, encontrados nas duplicatas dos ensaios de gPCR
housecom 100 UFC das espécies fe pyogenesC. sporogenes, L. acidophilus andlisen silico no GenBank
(NCBI®) do percentual de similaridade e regido de paratomios iniciadores senso e anti-senso.

Espécie C T Similaridade Regi&o Similaridade Regido
testada d m com F3 codificante com R5 codificante
S. pvogenes 217,65 89,66 57,9% Regido néo 61,9% Regido ndo
- PYog 27 63 89 83 (CP007562) codificante  (CP007241) codificante
Permease
66,7%
36,31 86,87 0 ’ transportadora de
C. sporogenes (CF7>?)EL71€§63) 16S rDNA (CPO11663) antibiotico
38,1%
36,50 77,79 (LC037227) 16S rDNA
35 01 8163 57,9% Regido nado 57,1% Regido nao
L acidophilus ’ ’ (CP010432) codificante (CP010432) codificante
P 3503 7621 | 1% 16SDNA , So:1% 165 rDNA
’ ’ (HG518161.1) (KC161295)

Nos testes corh. acidophiluse C. sporogenefoi possivel observar também mdltiplos picos
inespecificos na curva de dissociacédo, porem cgBb602 (média; dp= 0,01) e 36,40 (média; dp=
0,13), respectivamente. Conforme descrito na tabéld, como o percentual de similaridade entre
os iniciadores do conjunto e esta bactéria ndevadb, e as regides de pareamento sao distintas, é
pouco provavel que tenha ocorrido amplificacdo. M@sma forma como cor. pyogengsa
presenca de {de amplificacdo e multiplos picos na curva deatigg;do podem ser justificadas
pela capacidade de ligacédo inespecifica do SYBFeen.
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Comparando os resultados de F3R5 com o perfil ddifecacao deA.laidlawii pelo par
F3R3 descrito anteriormente: a) o par F3R5 mostiou pior desempenho na reacgao, pois
amplificou 100 UFC deéA. laidlawii com 3 G de diferenca e b) parece ter gerado amplificacéo
inespecifica e ndo esperada (de acordo com a pgEpele iniciadores) na reacdo c@n
pyogenesPortanto, este conjunto foi descartado parastedsubsequentes.

O quarto conjunto testado foi o0 F4R3, que amplific00 UFC de\. laidlawii em G, 29,32
(média; dp= 0,08) e apresentou na curva de digsxida espécie alvo, além do pico especifico em
Tn 79,09 °C (média; dp= 0,12), um pico de menor intEte de sinal ef, 71,59 °C (média; dp=
0,12) (Figura 4.21 A). Este pico secundario, comrvde ARn elevado (quando comparado com o
do pico principal), € sugestivo de formacao de dbntke iniciadores, conforme previsao de -6,21
kcal/mol pelo programa IDT OligoAnalyzer (IntegmtBNA Technologie®) (Tabela 4.3). Além
disso, ndo houve amplificacdo nos ensaios com atérims dos genéro$treptococcus,
Lactobacilluse Clostridiumsp. (Figura 21B), corroborando os dados descracoEatela 4.15.

ARn
Dermvagiio do reparier

Cicle Tampearatura &C)

ARn
Derivagiio do reparter

Cicle Temperstura °C)

Figura 4.21: Teste de especificidade com FAR@a esquerda para direitd) Grafico de amplificacdo de 100 UFC

deA. laidlawii (em verde) e curva de dissociagdo. Em destaquemta ga seta um pico secundario €,71,58° C
sugestivo de dimero de iniciad®: Grafico de amplificacdo de 100 UFC Aelaidlawii (em verde) e 100 UFC d&
pyogenes(em laranja) L. acidophilus(em vinho) eC. sporogenefem amarelo) e suas respectivas curvas de
dissociacdo. Na ponta da seta a curva de dissodag®ntrole negativo de qPCR (em lilas).
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Tabela 4.15: Teste de especificidade de FARZalores de ¢e Ty, encontrados nas duplicatas dos ensaios de gPCR
housecom 100 UFC das espécies 8e pyogenesC. sporogenes, L. acidophilwes anélisein silico no GenBank
(NCBI®) do percentual de similaridade e regido de paratndos iniciadores senso e anti-senso.

Espécie testada C T Similaridade Regido Similaridade  Regiéo
P q m com F4 codificante com R3 codificante
S. pyogenes 5088 s 64,3% Nao codificante 66, 7% Proteina de
- byog 3528 sg71 | (CPO11415) (AJ301808) superficie
34 48 71 67 50% Proteina ligadora  52,4% Proteina
e ferro-enxofre ipotética
C. sporogenes : ’ CP011663) def f CP011663) hipotéti
' 32,1% 42 9%
34,51 71,67 (EU333998) 16S rDNA (LC037227) 16S rDNA
50% ~ - 57,1% Acidocina
L. acidophilus 32,69 70,80 (CP002559) N&o codificante (KP728900) B
' 32,1% 42 9%
32,53 69,06 (KC161295) 16S rDNA (KJ850588) 16S rDNA

Apesar da formagdo dos dimeros néo interferir réissn dos resultados, estes podem
prejudicar a eficiéncia da reagcdo, uma vez queapare entre si, eles ndo estariam totalmente
disponiveis para o alvo, e diminuir consequenteenargensibilidade do teste (Elnifro et al., 2000;
Bustin et al., 2007). Além disso, como havia angé® de padronizar um ensaio Unico multiplex
com os iniciadores prospectados para os trés grigsts conjunto foi descartado para os testes
subsequentes, devido a elevada complementariedi&de igiciador F4 tem com os iniciadores R1
(grupo 1) e R2 (grupo 2): -8,02 kcal/ mol, 3 bas&se 1 AT (Tabela 4.3).

O conjunto F4R4 obteve resultados similares cordR3Fna amplificacéo da. laidlawii,
com G, de 28,77 e apresentando pico secundario com daldRn inferior ao pico especifico, com
Tn de 71,39 e 79,13 °C, respectivamente (Figura ARZEntretanto, este par se mostrou mais
adequado do que F4R3 por ndo apresentadeéC amplificagcdo com as espécies do género
Streptococcusp.,Lactobacillus spe Clostridium sp(Tabela 4.16)e de acordo com os gréficos de
amplificacdo, ndo houve curva de amplificacdo datrote negativo de gPCR, mostrando a
auséncia de dimeros de iniciador significativogyFa 4.22 B).

De forma interessante, assim como em F4R3, a enpaga a formacdo de heterodimeros é
de -6,21 kcal/mol (Integrated DNA TechnolodiesConforme ja foi discutido anteriormente, a
presenca de dimeros nas reacdes de qPCR podemligaep sensibilidade do teste, e por isso este

par também foi descartado.
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Figura 4.22: Teste de especificidade com FAR@Ma esquerda para direitd) Grafico de amplificagdo de 100 UFC
de A. laidlawii (em verde) e sua respectiva curva de dissocidgadsrafico de amplificagdo de 100 UFC de
laidlawii (em verde) e 100 UFC d&. pyogenegem laranja) L. acidophilus(em vinho) eC. sporogene¢em verde
claro) e controle negativo de qPCR (em vermelhs)as respectivas curvas de dissociagao.

Tabela 4.16: Teste de especificidade de FARdalores de ¢e T, encontrados nas duplicatas dos ensaios de GPCR
housecom 100 UFC das espécies Se pyogenesC. sporogenes, L. acidophilus andlisen silico no GenBank
(NCBI®) do percentual de similaridade e regido de paratomios iniciadores senso e anti-senso.

Espécie C T Similaridade Regido Similaridad Regido
testada < m com F4 codificante ecom R4  codificante
63,2% ~ .
- ’ N&o codificante
61,95 64.3% ) 3 (CP007241)
S. pyogenes (CP011415) N&o codificante 52.6%
- (HM241928  16S rDNA
61,95 )
- 50% P 63,2% ATPse AAA
I 61,95 (CPO11663) Proteina ligadora (CP011663)
C. sporogenes 32 1% de ferro-enxofre 42 104
; ’ 16S rDNA 170
195 | (EU333998) (LCo37227) 16STDNA
- 50% ~ . 63,2% ~ .
77,75 (CP002559) N&o codificante (CP002559) N&o codificante
L. acidophilus
- 32,1% 42,1%
62,12 (KC161295) 16S rDNA (HE793099) 16S rDNA

*valor deARn muito baixo.
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O ultimo conjunto testado foi 0 FAR5, que apresemanto o perfil de amplificacdo quanto
a curva de dissociagéo similar ao obtido com oFg&t4, pois o gcorrespondente a 100 UFC de
A. laidlawii foi de 28,41 (média; dp= 0,02) e a curva de disgdo com um pico secundario &m
71,39 °C e pico especifico effy, 79,21 °C (média; dp= 0,12) (Figura 4.23 A). Apesdar
necessidade da energia para a formacao de heterodiser alta (Tabela 4), outras trés bases dos
iniciadores em sequéncia sdo complementares (FABC), o que pode justificar a ocorréncia
deste evento.

Através da tabela 4.17 e figura 4.23 B foi pasisdbservar que o conjunto F4R5, assim
como F4R4, também ndo amplificou nenhuma das &é®ihas preconizadas pela FE para os testes
de especificidade (ndo apresentounG grafico de amplificacéo e a curva de dissocidgétipica
de dimero de iniciador). Adicionalmente, o controkgativo de qPCR n&o apresentou curva de

amplificac@o ou formacéao de dimeros com valoARe elevados.

Tabela 4.17: Teste de especificidade de FARBalores de e T,, encontrados nas duplicatas dos ensaios de GPCR
housecom 100 UFC das espécies 8epyogenesC. sporogenes, L. acidophilue anélisen silico no GenBank
(NCBI®) do percentual de similaridade e regido de paratndos iniciadores senso e anti-senso.

Espécie C T Similaridade com Regido Similaridad Regido
testada . m F4 codificante e com R5 codificante
39,71 63,66
~ . 61,9% Regido nao
0 b
S. pyogenes 64,3% (CP011415) Nao codificante (CP007241)  codificante
- 63,84
66.7% Permease
- 62,29 o ’ transportadora
50% (CP011663) Proteina ligadora (CPO11663) = tuiistico
C. sporogenes 32,1% de ferro-enxofre
(EU333998) 16S rDNA 38,1%
- 62,29 (LC037227) 16S rDNA
57,1% Regido nado

- 0, =1 ifi
62,12 | 50% (CP002559) Né&o codlflcante(CP01o432) codificante

L. acidophilus

0 0
32,1% 16S rDNA 38,1%

(KC161295) (KC161205) 165 'DNA

- 62,29
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Figura 4.23: Teste de especificidade com FAR@a esquerda para direitd) Grafico de amplificagdo de 100 UFC
de A. laidlawii (em verde) e o controle negativo de gPCR (em véro)ed suas respectivas curvas de dissocidao.
Gréfico de amplificacdo de 100 UFC Aelaidlawii (em verde) e 100 UFC d& pyogenegem laranja)L. acidophilus
(em vinho) eC. sporogenegem verde claro) e suas respectivas curvas deciigsm.C: Formacdo de heterodimero
entre F4 e R5.

Considerando os resultados obtidos com os seisirtiog) testados para a deteccdoAde
laidwaii, resumidos na Tabela 4.18, os pares F3R3 e F3Rdnf@s que obtiveram melhor
desempenho quanto a andlise de curva de dissodfacamcao de pico Unico) e menores valores
de G, Para a escolha dos melhores oligonucleotidetess esnjuntos foram testados em multiplex

com os pares F1R1 e F2R2.
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Tabela 4.18: Resultados obtidos nos ensaios de esfieidade com os seis conjuntos de iniciadores mppectados
para deteccdo déA. laidlawii por gPCR.

(e Fragmento Heterodimero Cg deA__. T Pi_co S. C. L
(pb) (kcal/mol) laidlawii (°C) Unico pyogenes sporogenes acidophilus
F3R3 189 -3,14 (2 bases) 26,16  76,31Sim - Sim (>35) Sim (>35)
F3R4 204 -6,21 (3bases) 29,6 76,51 Sim - - -
F3R5 210 -4,67 (3bases) 29,35 77,55im 27,64 Sim(>35) Sim (>35)
FAR3 87 -6,2 (5 bases) 29,33  79,09Nao (§i3r2) 34,5 32,6F
FAR4 102 -4,39 (4 bases) 28,77 79,1Nao - - -
FARS5 108 546@2@()4 28,41 79,21 Naéo (§i3r2) - -

@ apesar de serem quatro bases complementaregnexistras trés bases muito proximas se ligandoydaendo a
formacao de dimero;

: C, de amplificacéo referente a 5 UFCAldaidlawii;

“curva de dissociacdo com pico Unico Bgde 89,74 °C (média);

# curva de dissociacdo com picos multiplos com niBjcem 71,67 °C (média);

&curva de dissociacdo com picos mltiplos com niBicem 69,93 °C (média).

4.4.1.5- Ensaios multiplex para escolha dos iniciates deA. laidlawii

Nos ensaios multiplex F1F2F3/ R1R2R3 e F1F2F3/RMRRRam testados 5 UFC de
laidlawii e 100 UFC des. pyogenes, C. sporogerek. acidophilus De acordo com a analise da
curva de dissociacdo na figura 4.24, o conjuntorgakor amplificouA. laidlawii foi F3R4, pois a
curva apresentou pico unico e bem definido Bm76,51 °C (média; dp= 0,12). Entretanto, nos
ensaios contlostridiume Lactobacillus alem de valor de {dnuito préximo do alvo (Tabela 4.19),
as curvas de dissociacdo apresentaram picos limposicos sugestivos de amplificacdo e que
poderiam ser confundidos com uma contaminagdo pta @spécie de micoplasma, comdlo

orale que apresentou em ensaios anteridreaproximadamente de 78 °C (Figura 4.24). Assim, 0s
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oligonucleotideos F3R3 foram escolhidos para oaiessle gPCR com o protocatohousepara a
deteccado d@. laidlawii.

Dessa forma, contrariamente a iniciadores prosgestam trabalhos anteriores (Spaepen et
al., 1993; Teyssou et al., 1993; Deutschmann gR@10), os iniciadores do grupo 1 — F1 e R1, do
grupo 2M- F2 e R2, do grupo 2P - MPF3 e MPR3 e dpag 3- F3 e R3, foram considerados

especificos para a deteccaoMigcoplasmasp. eA. laidlawii.
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Figura 4.24: Ensaio de especificidade multiplex par a escolha dos iniciadores dé. laidlawii. A: Ensaio de
especificidade multiplex com F1R1, F2R2 e F3R3fiGwde amplificacdo de 5 UFC de laidlawii (verde- ponta da
seta) e 100 UFC d8. pyogene&oxo), C. sporogeneflaranja),L. acidophilus(azul escuro), testados individualmente,
ou empool (azul claro)B: Ensaio de especificidade multiplex com F1R1, F2REBR4. Grafico de amplificacdo de 5
UFC deA. laidlawii (verde- ponta da seta) e 100 UFCSigpyogenegmarelo)C. sporogenegrosa) €. acidophilus
(azul). C: Andlisein silico da formacao de dimeros entre os iniciadores R2 éBjuerda) e R4 e R2 (direita) (IDT
Oligonalyzef).
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Tabela 4.19: Valores de ¢ e T, obtidos nos ensaios de especificidade multiplexmoos iniciadores do grupo 1
(F1R1), grupo 2M (F2R2) e grupo 3 (F3R3 e F3R4).

F1F2F3/ R1R2R3 F1F2F3/R1R2R4
Espécie testada
Cq i Cq Tm
29,58 74,66 29,73 76,51
A. laidlawii
29,52 75,01 29,47 76,51
31,49 70,72 38,16 66,58
S. pyogenes
31,85 70,72 37,83 85,06
30,63 70,89 32,95 80,52
C. sporogenes
30,29 70,55 33,32 80,52
32,26 70,55 35,32 71,63
L. acidophilus
32,60 71,06 34,40 82,44*

* pico secundario e, 81,92 °C.

4.4.2- Ensaios de exclusividade entre os iniciadare micoplasmas

Uma vez que docus 16S rDNA bacteriano € uma regido gendmica condarnefoi a
escolhida para a prospeccao dos iniciadores, ftedos ensaios testando os pares desenhados com
o DNA das bactérias que néo pertenciam ao seu gsipecifico, de forma a avaliar a capacidade
de cada conjunto de amplificar outras espécies difuelas consideradas como alvo.

4.4.2.1- Ensaios com F1R1

De acordo com a figura 4.25 o par F1R1, respohgila amplificacdo d&l. orale e M.

synoviae, M. fermentans, M. arginiaiM. hyorhinis ndo foi capaz de amplificar 25 UFC das
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espécied. gallisepticum, M. pneumoniaeA. laidlawii, testadas isoladamente ou pool (5 UFC
de cada bactéria).

Apesar dos valores de,@e amplificacdo das trés espécies ndo pertencaotesupo 1
terem sido a partir de aproximadamente 32, as sude dissociagdo ndo foram tipicas de
amplificacdo especifica e dg, encontradas eram distintas do alvo (Tabela 4.2Qu& 4.25). A
auséncia de amplificacdo era esperada de acordo acanalisein silico do percentual de
similaridade entre os iniciadores e as trés espé&@emicoplasmas (Tabela 4.21), e pela regido de
pareamento ndo incluir as ultimas cinco bases tigsnoicleotideos, que conferem a estabilidade
do oligonucleotideo para a amplificacdo (PREMIERSBI, 2015).

Ainda, comparando a reacdo de amplificacdopdol formado pelas cinco espécies de
micoplasmas eM. synoviae testado individualmente, foi observada uma difgaerde G
aproximadamente 3, o que ndo era esperado ppmlaccontinha DNA alvo correspondente a 10
UFC (5 UFC daM. synoviaee 5 UFCM. orale), enquanto a reacao cdvh synoviadsoladamente

foi realizada com DNA correspondente a 25 UFC.

ARn
o

Derivagio do neporter
.
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Ciclo Tamparatra ()

Figura 4.25: Teste de exclusividade entre os micgdmas e o par F1R1(Da esquerda para a direita) Grafico de
amplificacdo de 25 UFC dd. synoviagem preto)poolcomM. orale, M. synoviaeM. gallisepticumM. pneumoniae

e A. laidlawii (5 UFC de cada bactéria) (laranja) e 25 UFQ/dgallisepticum M. pneumoniae A. laidlawii testadas
individualmente(demais cores), e suas respectivas curvas de @isdoc Controle negativo de amplificacdo em
vermelho.
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Tabela 4.20: Valores de ¢ e Ty, das reacOes de amplificacdo de FIR1 com 25 UFC K synoviag M. gallisepticum, M.
pneumoniae A. laidlawii, pool formado com estas espéciedw orale (totalizando 25 UFC).

Microrganismo Cq Tm
33,85 82,49
M. gallisepticum 34,57 71,71
34,23 82,49
32,69 83,85
M. pneumoniae 32,71 83,00
32,61 83,68
34,43 69,83
A. laidlawii 34,01 83,51
34,71 82,83
22,70 75,99
Pool micoplasmas 22,63 76,16
22,70 75,99
_ 25,06 77,36

M. synoviae

24,78 77,53

Tabela 4.21: Percentual de similaridade entre os iciadores do par F1R1 e outras espécies de micopias
preconizadas pela FE 7.0 (BLASTR-NCBI®).

Similaridade
Espécie de
micoplasma o x
F1 Regiao R1 Regiao
codificante codificante

M. gallisepticum 66,7% (KC995374) 16S rDNA 66,7% (KC995374) 16S rDNA
M. pneumoniae 66,7% (NR_074554) 16S rDNA 66,7% (NR_074554) 168AD

A. laidlawii 66,7% (KM280692) 16S rDNA 72,2% (KM280692) 16S rDNA
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4.4.2.2- Ensaios com F2R2

Apesar de ter sido definido que o par F2R2 sepadfco apenas paid. gallisepticumja
havia sido observada a sua capacidade de ampl¥lcganeumoniaeporém gerando fragmento
com Ty, inferior (Figura 4.14 e 4.16). Assim, neste endaiotestado, além de 25 UF@I.
gallisepticum isoladamente como controle positivo do teste, asnmae quantidade dev.
pneumoniae

De acordo com a figura 4.26, nao ocorreu amplificageM. gallisepticum sugerindo uma
possivel degradacdo do material genético vista)grarenentos anteriores (dados ndo mostrados).
Porém, o ensaio néo foi invalidado devido a angal¢éo deM. pneumoniagem G 27,67 (média,;
dp=0,04) €T, 73,71 °C (média; dp= 0,24).

A partir dos dados descritos na tabela 4.22, spgrada a auséncia de amplificagcdo das
espécies do grupo 1. Nos ensainsvitro, esses dados foram confirmados com a auséncia de
amplificacéo de 25 UFC dd. orale-C, 36,69 (média; dp= 1,27)T&, 67,64 °C (média; dp= 1,00),

e 25 UFC deM. synovie Cq 34,09 (media; dp= 0,22) &, 72,29 °C (média; dp= 6,02) (Tabela
4.23).

Aln
k-

%, B
\\.
Dervagido do neporler

Ciclo Temparatura *C)

Figura 4.26: Teste de exclusividade de micoplasmasm F2R2.(Da esquerda para a direitajafico de amplificagéo
de 25 UFC dé/. pneumoniagem azul) pool deM. orale, M. synoviae, M. pneumoniae, M. galliseyptie A. laidlawii

(5 UFC de cada) (em rosa) e 25 UFCMeorale, M. synoviae A. laidlawii testadas isoladamente (demais cores).
Controle negativo de amplificagdo em vermelho.
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Tabela 4.22: Percentual de similaridade entre os iciadores do par F2R2 e outras espécies de micopias

preconizadas pela FE 7.0 (BLASTR-NCBI®).

Similaridade
Espécie de
micoplasma
F2 Regido R2 Regido
M. orale 44,4% (NR_113660) 16S rDNA 69,6% (FJ876260) 16SADN
51,8% (CP011096) N&o codificante
M. synoviae 69,6% (NR_074745) 16S rDNA
40,7% (KJ130539) 16S rDNA
48,1 % (CP000896) N&o codificante
A. laidlawii 82,6 % (NR_074448) 16S rDNA

33,3% (AY740437)

16S rDNA

* As primeiras 19 bases do iniciador com 23pb enetomA. laidlawii.

Tabela 4.23: Valores de ge T, das reagdes de amplificacéo de F2R2 com 25 UFC Me pneumoniae, M. orale,
M. synoviaee A. laidlawii testados individualmente ou enpool.

Microrganismo Cq Tm
36,69 66,90
M. orale 39,22 67,24
38,07 68,77
33,84 67,92
M. synoviae 34,19 69,79
34,24 79,16
37,61 69,11
A. laidlawii 36,96 67,41
- 68,94
29,78 72,69
Pool micoplasmas 29,04 73,71
28,99 73,54
_ 27,64 73,54

M. pneumoniae

27,70 73,88
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Em relacdo &. laidlawii, como o R2 possui similaridade de mais de 80% a®@ua regido
16S rDNA (BLASTIP-NCBI®), era esperado que houvesse amplificacéo, porémGade valor
elevado e pico na curva de dissocia¢do sugestiaongdificacdo especifica. Entretanto, a reacao de
amplificacéo desta espécie com F2R2 obteydeC37,28 (média; dp= 0,46)Tg 68,49 °C (média,;
dp=0,94) (Figura 4.24) (Tabela 4.23), demonstramdaséncia de amplificacao.

Quando testado pool de M. orale, M. synoviae, M. gallisepticum, M. pnemmae e A.
laidlawii, com 5 UFC de cada, este foi amplificado egrin@erior ao do teste cofdl. pneumoniae
isoladamente (Tabela 4.23). Dessa forma, ao camuiiarque ocorreu com o par F1R1, o conjunto
F2R2 obteve pior desempenho na deteccdo da esgeoiéM. pneumoniagquando testado em
pool, indicando que a presenca de material genétiamaoi de outros micoplasmas funcionou

como inibidor de reacéo.
4.4.2.3- Ensaios com MPF3/R3

Os iniciadores MPF3/R3, prospectados especifictangera a deteccdo ti& pneumoniage
ndo foram capazes de amplificar nenhuma das espdeiblycoplasmasp. eA. laidlawii nos
e o iniciador anti-senso MPR3 (0 que poderia gemaa amplificacdo, mesmo que pouco eficiente,
desta espécie) (Figura 4.27) (Tabela 4.24 e 4.25).

Tabela 4.24: Percentual de similaridade entre os iciadores do par MPF3/R3 e outras espécies de midapma
preconizadas pela FE 7.0 (BLASTR-NCBI®).

- Similaridade
Espécie de
micoplasma » »
MPF3 Regiao MPR3 Regiao
M.orale  30,4% (JO346727)  16S rDNA 57,9% 16S rDNA
' ' (KM507723)
47,8% (CP011096) Endonuclease IV 57 9o
. ,9Y% , . L.
M. synoviae (CP011096) Proteina hipotética
34,8% (AY768810) 16S rDNA
. . Piruvato 100%
)
M. gallisepticum 47,8% (CP006916) desidrogenase (KP685379) 16S rDNA
5 . -
60,9% (CP000896) Redutase (026660?(3)96) P“’tfi'gg‘sizf:g'ada a
A. laildlawii 47 8% 42 19
o 16S rDNA A 16S rDNA

(NR_074448) (KP685382)
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Figura 4.27: Teste de exclusividade de micoplasmasm MPF3/R3. Grafico de amplificacdo de 25 UFC d&
pneumoniadem rosa)pool deM. orale, M. synoviae, M. pneumoniae, M. gallisegtne A. laidlawii (5 UFC de cada)
(em laranja) e 25 UFC dd. orale, M. synoviaeg M. gallisepticune A. laidlawii testados isoladamente (demais cores),
e suas respectivas curvas de dissociacdo. Comtegiativo de amplificacdo em vermelho, e em destdqueonta da
seta, pico na curva de dissociacadidaidlawii com T, de 80,78 °C.

Tabela 4.25: Valores de ¢ge T, das reactes de amplificacdo de MPF3/R3 com 25 UFE M. pneumoniae, M.
orale, M. synoviae, M. gallisepticum, A. laidlawistados isoladamente e epool.

Microrganismo Cq Tm
34,04 70,52
M. orale 36,17 72,23
34,96 73,42
34,13 71,20
M. synoviae 37,12 74,79
34,96 71,20
33,79 72,57
M. gallisepticum 35,59 72,06
35,29 71,54
35,07 70,69
A. laidlawii 34,05 71,54
36,28 80,78
25,78 74,79
Pool micoplasmas 25,83 75,13
25,57 75,30
M. pneumoniae 22,17 75,65
22,88 75,65

Ainda, comparando os valores dg @btidos comM. pneumoniaes pool com as quatro

espécies d&lycoplasmasp. €A. laidlawii testadas para os outros conjuntos, foi possisgrebhr o
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aumento de cerca de 3gCquando € testada a espécie especifica do conMRIB3/R3
isoladamente (Figura 4.25). Isso pode ter ocorddwido a menor quantidade de DNA Hhk
pneumoniaepresente nogpool, uma vez que foram adicionados 5 UFC de cada iespukx
micoplasma para totalizar uma quantidade DNA reter@a 25 UFC. Entretanto, como o alvo foi
reduzido a quinta parte, era esperado que ess@rdjfe fosse menor do que 3. Uma possivel
explicacdo para este fato pode ser devido a prasdm@utras moléculas de DNA dificultarem o

pareamento dos iniciadores ao seu alvo, prejudecassim a eficiéncia da reacao.
4.4.2.4- Ensaios com F3R3

Por fim, nos ensaios por qPAR housecom os iniciadores F3R3 desenhados para
laidlawii ndo houve deteccdo das espéciedMderale e M. gallisepticum,conforme previsto nas
anélisesin silico (BLASTn®- NCBI®) (Tabela 4.26). Entretanto, nos testes com asciesid.
synoviaee M. pneumoniaeas quais também nao eram esperadas amplificael@ @26), foi
possivel encontrar valores dg €n 34,16 (média; dp= 0,53) e @ig 76,72 °C (media; dp= 0,2), e
de 32,98 (média; dp= 0,2)Tg, 76,66 °C (média; dp= 0,1), respectivamente (Figu28) (Tabela
4.27). De forma interessante, quando analisadeagdo dopool em relacdo a dé. laidlawii
testada individualmente, foi possivel observarfareinca de ¢de aproximadamente 2, a mesma
encontrada nos ensaios com MPF3/R3 e F2R2, comdpico e tipico de amplificacdo espécifica
na mesmd,, da espécie alvo.

Tabela 4.26: Percentual de similaridade de acordoom BLASTn® (NCBI®) entre os iniciadores do par F3R3 e
outras espécies ddlycoplasmasp. preconizadas pela FE 7.0.

ESpéCie de Similaridade
micoplasma F3 Regido R3 Regido
M. orale 47,4% (KM507723)  16S rDNA 38,1% (JQ346727) 16S rDNA
Nao
57,9% (AE017245) e
M. synoviae codificante 57,1% (JN247560) Pseudogene de
47,4 % 16S rDNA lipoproteina
(NR_074745)
57,9% (CPO06916) __ d'i\:cf(‘:‘;me
M. gallisepticum 47 4 % 52,4% (L08897) 16S rDNA
o 16S rDNA
(NR_074433)
52,6% (CP003913) d'i\fcf(‘f;me 71,4% (CP003913) N&o codificante
M. pneumoniae
0,
A47,4% 16S rDNA 38,1% (NR_074554) 16S rDNA

(NR_074554)




98

. |
— i
- & I
. I
o I
; k-] ¥iiL |
H g )
= z f |
= = i = fEIR
< WA = i i
¥ N . f !E ..I | ..‘. h
8 J
o I 1
& et
= 2 - : :
e =a I
WA
Lo
N : |
= e
— e ——
Ciclo Temparatra (*C}
\& | l]" 1 ‘8-
B f 3]
< 5
] 8
g y g
/
i r'!
Tamperatra &) Tamperatra FC)

Figura 4.28: Teste de exclusividade de micoplasmasm F3R3. A e B Gréfico de amplificacdo de 25 UFC ée
laildawii (em verde)pool deM. orale, M. synoviae, M. pneumoniae, M. galliseyotn e A. laidlawii (5 UFC de cada)
(em rosa) e 25 UFC dd. orale, M. synoviae, M. pneumoniae, M. galliseyntintestadas isoladamente (demais cores), e
suas respectivas curvas de dissocia€ddCurva de dissociacdo de laidlawii (em verde) e dél. pneumoniag¢em
roxo).D: Curva de dissociacdo de laidlawii (em verde) e dpool (em rosa). Controle negativo em vermelho.

Tabela 4.27: Valores de Ge T, das reacbes de amplificacdo de F3R3 com 25 UFC Alelaidlawii, M. orale, M.
synoviae, M. gallisepticune M. pneumoniaetestados isoladamente e epool.

Microrganismo Cq Tm
- 61,79
M. orale - 61,79
- 77,97
33,88 76,94
M. synoviae* 33,83 76,60
34,76 76,60
36,15 83,58
M. gallisepticum 38,93 83,93
36,78 81,37
32,76 76,77
M. pneumoniae* 33,03 76,60
33,15 76,60
29,97 75,24
Pool micoplasmas 29,29 75,58
29,71 75,75
. . 27,36 75,58
A. laidlawii 27.49 75.41

* espécies pertencentes aos grupos 1 e 2P, ragpeetite, que podem ser amplificadas por F3R3 coxa sansibilidade.
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Assim, além da espécie ée laidlawii, 0 conjunto F3R3 também foi capaz de amplificar, d
forma inesperadal. synoviaee M. pneumoniagporém com menor sensibilidade. Provavelmente,
considerando um ensaio de gP@R housecom os iniciadores F1IR1 e MPF3/R3, que séo
especificos para estas espécies, sera possivéintanfs contaminag¢do por estas bactérias com

maior seguranca.

4.5- LD da gPCRin house

4.5.1- Obtencédo dos controles positivos

O uso de DNA plasmidial em ensaios de padronizagdqPCR ¢é rotineiramente aplicado
em ensaios de quantificacdo absoluta para a cgastda curva padrao (Pfaffl, 2004; Bustin et al.,
2009; Caraguel et al., 2011; Nutz et al.,, 2011)s psse material apresenta vantagens como
estabilidade mesmo apds longo tempo de armazenanoapiacidade de quantificagcdo em namero
de copias de DNA por volume de amostra e controlsegimento de DNA alvo, pois a clonagem é
feita com o inserto que contém a regido especificanaterial genético a ser amplificado. Essas
caracteristicas sao aplicaveis também aos ensa&okDd que requerem a repetibilidade dos
resultados, ou seja, precisdo intra-ensaios (enaga@iacao de valores de amostras com a mesma
diluicdo ndo é significativa) (Bustin et al., 200%lém disso, os DNAs plasmidiais sao
considerados amostras com elevado grau de puéegagejndo existem outras regides de DNA que
poderiam atrapalhar a eficiéncia da reacéo.

As reacdes de amplificacdo dos DNAs Mgcoplasmasp. eA. laidlawii para clonagem
foram realizadas por PCR convencional utilizandongsadores prospectados para os ensaios de
gPCRin house(Figura 4.29), aplicando-se os mesmos parametresmgentracao de iniciadores e
mesmo perfil de amplificacdo dos ensaios por gP&Rbandas destacadas aparecem com tamanho
superior ao esperado, pois a utilizacdo de GélRemde alterar o padrdo de migracdo quando
aplicado diretamente na amostra ou no gel (Unisefe2010).

Para as reacdes de ligacdo com o vetor plasnuiGieEM® T-Easy(Promeg4), apenas um
dos produtos de cada microrganismo, que apresentara Unica banda com tamanho proximo ao

esperado foram purificados e posteriormente queandibs por fluorimetria (Tabela 4.28).
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Figura 4.29: Amplificacdo de DNA deMycoplasmasp. e A. laidlawii por PCR convencional utilizando os
iniciadores prospectados para a qPCRn house (F1R1, F2R2, MPF3/R3 e F3R3)Gel de eletroforese 4% de
agarose adicionado 6 pL de GelR&H0000X (Uniscienc® sendo aplicado 5 pL do produto amplificado. Letgeri-
M. oralg 2- M. synoviae 3- Controle negativo de amplificacdo do mix cobiRE; 4-A. laidlawii; 5- Controle negativo
de amplificacdo do mix com F3R3; I8k pneumoniage7- Controle negativo de amplificacdo do mix colR8/R3.

Tabela 4.28: Quantificagcdo apOs purificagdo dos pdutos de PCR convencional selecionados para cada
Mycoplasmasp. eA. laidlawii por fluorimetria.

Microganismo Quantificacado mg/pL)
M. orale 7,32
M. synoviae 12,3
M. pneumonaie 4,12
M. gallisepticum 19
M. fermentans 4,38
M. arginini 6,7
A. laidlawii 19

A partir da clonagem das bactériexoli TOP10 eletrocompetentes (Life Tecnolo§les
com os vetores plasmidiais contendo o inserto tkrdasse, foram selecionadas as colonias que
apresentaram coloracdo branca apoés cultivo em plawameio LB contendo X-Gal e ampicilina.
As bactérias que foram transformadas com o plasné@dquirem o genkeacZ,e por isso passam a
produzir a enzim@- galactosidase, que metaboliza o X-Gal em prodato pigmento de cor azul.
Quando o plasmideo sofre a reacdo de ligacdo cmisedo, esse gene é fragmentado e, assim, as
bactérias que adquirirem o vetor com o inserto c@useguirdo produzir a enzima e formaréo
colonias de coloragcdo branca. Por fim, a presencandbiotico no meio impede o crescimento
daquelas bactérias que nao sofreram a transformagd vez que a aquisicdo dos plasmideos
também confere resisténcia antimicrobiana (Burti220

A confirmacdo da clonagem foi realizada por uma P€Rvencional utilizando uma

aliquota da col6nia recombinante ressuspendidaepizagua, com fragmentos esperados de 182
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pb para espécies do grupo 1, 91 pb parajallisepticum 110 pb pardl. pneumoniae 189 pb
paraA. laidlawii (Figura 4.30). Em seguida, foi realizada a expamsd@nal com 10uL do restante
da colbnia isolada, da qual foram extraidos osnpl@sos- MiniPrep. Apds a quantificacdo por
fluorimetria (Tabela 4.29), foram realizadas as;@ea de sequenciamento para a avaliagcdo da
orientacao de insercédo da sequéncia génica doMeA no vetor (Figura 4.31). Em alguns casos,
foi possivel produzir uma maior quantidade de matssmidial a partir de cultivo em 100 mL e

posterior extracdo com o IeureYield' Plasmid Maxiprep Syste(fPromeg&) - MaxiPrep.

6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16

Figura 4.30: Amplificacdo da regido 16S rDNA de algmas espécies ddlycoplasmasp. eA. laidlawii por PCR
convencional utilizando os iniciadores pertencenteao protocolo de gPCRin house Gel de eletroforese 2%
agarose, com 5uL de produto aplicado, corado cqm. 6le GelRel” 10000X (Uniscienc®. Legenda: 1 a 4M.
orale; 5- controle negativo de PCR com os pares F1Ri19-0M. synoviae 10- controle negativo de PCR com os pares
F2R2; 11 e 12A. laidlawii; 13- controle negativo de PCR com os pares F3R3.

Tabela 4.29: Quantificacdo dos plasmideos apds ex¢ido.

Microganismo Quantificagdo MiniPrep (ng/uL)  Quantificacdo MaxiPrep (ug/uL)*
M. orale 64 2,83
M. synoviae 81,2 1,656
M. pneumonaie 54,4 -
M. gallisepticum 92 -
M. fermentans 116 -
M. arginini 107,5 -
A. laidlawii 30,6 1,546

* Alguns microrganismos foram cultivados em voluoe 100 mL para a obtencdo de maior massa plasnanial
estoque.
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Figura 4.31: Sequenciamento do plasmideo dd. gallisepticum (De cima para baixo) Eletroferograma das fitas
senso e anti-senso amplificadas com os iniciaddwesetor, e fitas senso e anti-senso amplificadas @s iniciadores
F2R2. Destacado na seta em vermelho, a sequefmiéneia da regido 16S rDNA (parcial) ble gallisepticum

Ap6s a confirmacédo, os ensaios de LD foram reabigadpartir da construcdo de uma curva
com oito quantidades diferentes de cépias de DNi Eator de diluicdo 10, em 5 replicatas,
variando de 10a 1 cépia. Entretanto, foi possivel observar quenanores quantidades de cépias
de DNA iniciais néo apresentaram diferenca gal€amplificacdo, demonstrando a ineficiéncia da

reacdo quando o material genético foi inferior actipias (Figura 4.32).

] 4 3201 380 3130

Figura 4.32: Curva de amplificacdo de 10a 1 cépia de DNA plasmidial circular deM. orale por gPCR in house
com o conjunto F1R1.
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A linearizacdo dos plasmideos para a construcacudeas padrdo € uma ferrramenta
geralmente utilizada, pois os linearizados oferevalores de € mais baixos do que os gerados
pelos plasmideos circulares. Isso é causado pelarnediciéncia da reacdo quando os plasmideos
estdo na sua forma circular nos primeiros cicloP@®, tornando-o pouco acessivel a enZliaq
polimerase (Hou et al., 2010). De forma similardascrito na litertura, os resultados obtidos com
quantidades inferiores a ’6dpias de plasmideos circulares apresentam valer€ys maiores do
gue o esperado, demonstrando a ineficiéncia daéiosede gPCR quando utilizando este tipo de
material genético (Figura 4.32).

Portanto, para resolver os problemas encontradesi@mente, os plasmideos referentes a
todos os micoplasmas clonados foram digeridos camzana de restricaNcol (Promeg8&), que
corta o plasmideo em um unico ponto (Figura 4.833onfirmacéo da linearizacdo foi realizada
através de uma corrida eletroforética em gel deoagal% (Figura 4.34), e para os calculos do
namero de copias de DNA /uL necessarios para aiende LD, os produtos da digestdo foram

purificados e quantificados por fluorimetria (Tabél30).
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Figura 4.33: Mapa do vetorpGEM® T-Easy (Promeg&’) e os pontos de referéncia para corte com as enzm
listadas.Destacada na ponta da seta em azul, a erit@obque corta em apenas um Unico ponto do vetor.
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Figura 4.34: Digestdo plasmidial com a enzimacol (Promegd’). Gel de eletroforese 1% com 1uL de DNA
plasmidial e corado com solugéo de GelFe8X (Unisciencé). Legenda: M: marcador de peso molecular; 1,3M.5:
orale, M. synoviae A. laidlawii digeridos conNcol (Promegd), respectivamente; 2,4 e Bt orale, M. synoviae A.
laidlawii ndo digeridos.

Tabela 4.30: Quantificacdo dos plasmideos apés di&@o com a enzimaNcol (Promegd).

Microganismo Quantificagcdo apos digestéo corilcol (ng/pL)
M. orale 182,6
M. synoviae 276
M. pneumoniae 26,6
M. gallisepticum 11,92
M. fermentans 34,8
M. arginini 17,52
A. laidlawii 208

Portanto, para a determinacdo do LD foram cortkisutontroles positivos linearizados a

partir de clonagem d&.coli para a producdo de DNA plasmidial especifico mar@giao 16S
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rDNA de cadaMycoplasmasp. eA.laidlawii recomendados pela FE 7.0, excktohyorhinisque,
devido ao seu dificil cultivo (Rawadi & Dussurg#&g95), ndo havia sido cultivado a tempo pelo

SEPIN para a obtenc&o de material para a extrag&iNe.

4.5.2- Ensaios de LD

A estimativa do LD pode ser feita experimentalmentgartir de uma curva padrdo com
diluicBes seriadas do alvo para a determinacaamdtople corte positivo (também conhecido como
cut-off positivo), em que a menor concentracdo deverdetectada em pelo menos 95% dos testes
(Caraguel et al., 2011; Farmacopeia Europeia, 204lém disso, foi observada a linearidade da
curva, pois ela demonstra que os resultados obsi@ogliretamente proporcionais a concentracao

de DNA na amostra, dentro de um intervalo espedbqBrasil, 2003a).

4.5.2.1- Ensaios com os iniciadores do grupo 1, 2RRP e 3

De acordo com Pfaff (2004), quando testadas ciedgs muito pequenas de coOpias de
DNA- abaixo de 20 por reacéo- a variagao entreepbcatas se torna significante. Apesar de ter
ocorrido amplificacdo de 1 copia de DNA nas cineglicatas dé/l. synoviaee M. orale e em trés
replicatas devl. fermentanse M. arginini, ndo ha diferenga significativa do valor dgdbtre essa
guantidade e 10 cépias de DNA, demonstrando a @autlas ensaios apenas até este valor. Como
0 ensaio de gPCR housecom F1R1 ndo conseguiu distinguir a amplificacdd @ e 1 copia por
analise de ¢ o LD estabelecido para estes oligonucleotidepddal0 copias. De acordo com a
tabela 4.31, é possivel observar guEqeentre as diferentes espécies do grupo 1 variaged=
2,5°C.

Os ensaios com o par F2R2, desenhado para a @eteell. gallisepticum demonstraram
que o LD para esta espécie € de 10 copias de DMAC,ede 31,18 (média; dp= 1,18), cofm
especifica do fragmento alvo de 75,87 (média; d@2)0 De forma semelhante, os iniciadores
MPF3/R3 também foram capazes de detectar pelo nighodpias de DNA d®. pneumoniaem
C, foi de 29,94 (média; dp= 1,81) B, 75,83 °C (média; dp= 0,14). Ambos os conjuntos de
iniciadores amplificam suas espécies alvo darde aproximadamente 75 °C.

Ja nos ensaios com os iniciadores F3R3, que aogphifh. laidlawii, foi possivel detectar 1
copia de DNA com acuracia emy 85,14 (média; dp= 0,42), &, de 75,21 °C (média; dp= 0,38).
De forma interessante, foi possivel observar paklise da curva de dissociacdo em todos os
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ensaios das figuras 4.35 e 4.36 que, conforme l@unoento da diluicdo de DNA, maior a
probabilidade de ocorréncia de picos sugestivadimeros de iniciador e menor € o valorAd&n
do pico especifico da espéciegcoplasmasp. testada. Esses fenbmenos ocorrem devido a baix
guantidade de DNA alvo na reacgéo, propiciando aasmaior interagao entre os iniciadores para a
formacdo de dimeros. Além disso, como a amostrdddilforma menor quantidade de produto
especifico, menor é a quantidade de moléculas dBRSYGreen ligada ao produto e,
consequentemente, menor é a intensidade de flémeacyerada (Life Technologies, 2012).
Portanto, o LD da gPCkh housepara a deteccdo ddycoplasmasp. € de 10 copias de
DNA (excetoA. laidlawii- 1 copia), concut-off em relacéo ao {de 32 (média, dp= 2,22) para o
par F1R1, de 31,18 (média; dp= 1,18) para o parFaR 29,94 (meédia; dp= 1,81) para o par MP
F3/R3 e de 35,14 (média; dp= 0,42) para os inicegslB3R3. Vale ressaltar que, em ensaios com o
sistema de deteccdo de SYBRBreen requerem a anélise néo s6 gde&Camplificacdo da amostra,
mas também a avaliagdo da curva de dissociacaagménto gerado (Life Technologies, 2012).
Dessa forma, amostras que amplifiquem com valoge&;écima do limite estabelecido, mas que
apresentem picos cofy, proximas aos das espéciesMgcoplasmasp. eA. laidlawii devem ser

reavaliadas para a confirmacédo de presenca ou@asissas bactérias.

Tabela 4.31: Valores dal ,, calculados por microrganismo.

Grupo Espécie Valor de T, (média)
M. fermentans 78,39
M. orale 77,83

1

M. synoviae 76,11
M. arginini 78,08
2M M. gallisepticum 75,87
2P M. pneumoniae 75,65

3 A. laidlawii 75,21
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Figura 4.35: Ensaio de LD por gPCRin housecom os iniciadores do grupo 1. A-DAmplificacéo de 10a 1 cépia de
DNA de M. fermentans, M. argininM. synoviaes M. orale (controle negativo de amplificacdo em vermelhojdrada:
R? coeficiente de correlacaB; eficiéncia da reacao.
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Figura 4.36: Ensaio de LD por gPCRin housecom os iniciadores do grupo 2, 3 e 4. AAmplificacdo de 10a 1
copia de DNA deM. gallisepticumcom os iniciadores F2RB: Amplificacdo de 10a 1 copia de DNA dén.
pneumoniaecom os iniciadores MPF3/R3 @: Amplificacdo de 10a 1 copia de DNA deé\. laidlawii com os
iniciadores F3R3 (controle negativo de amplificagiio vermelho). Legenda:*Rcoeficiente de correlacad:
eficiéncia da reacao.

4.5.2.2- Consideracgfes acerca do LD

Para os testes de controle de qualidade microbeald@m industrias, sao criticos os casos de

resultado falso-negativos, uma vez que a utilizagédoprodutos farmacéuticos contaminados
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apresentam riscos para 0 usuario. Portanto, apleséer sido estabelecido um valor clet-off
referente ao E£de amplificacéo, os casos em que for detectadd #irorescente em valores dg C
acima do limite, associado a fragmento cdm especifico do alvo, devem ser reavaliados
novamente por qPCR, e em ultimo caso, sequencjgaasa confirmacdo da contaminagdo. Esta
reavaliacdo da amostra aumenta a seguranca dostgsoproduzidos por Bio-Manguinhos e
assegurados pelo controle de qualidade microbogi

Ainda, vale ressaltar que ha uma forte tendénara p modificacdo dos critérios para o
estabelecimento deut-off uma vez que o valor de corte exato que corregparnelo menos 95%
das amostras positivas € dificil de ser estimad@ngias reguladoras como a Organiza¢cdo Mundial
da Saude Animal (OIE) adotaram como 50% o percediamostras positivas necessarias para o
estabelecimento dout-off em reacdes de PCR (Burns & Valdivia, 2008; Carahgual., 2011).
Portanto, essa medida poderia ser adotada em a#tosees da saude de forma a aumentar a
precisao do limite de deteccao e reduzir os casdalsb-negativos.

4.6- Comparacdo do desempenho da qPCRn house com o kit MycoSEQ (Life
Technologie§) e a PCR convencional multiplex

4.6.1- Ensaian vitro da deteccdo délycoplasmasp. eA. laidlawii

Na literatura existem diversos trabalhos acercdetieccdo d&lycoplasmasp. eA. laidlawii

por PCR convencional, inclusive utilizanadmsted PCR para o aumento da sensibilidade da
técnica. Nestes casos, a amplificacado do alvo e@mnrduas etapas: a primeira com um conjunto de
iniciadores que fardo uma pré-selecdo do fragmalntm e a segunda, que a partir do produto da
primeira etapa, amplifica o fragmento especificoman uso de iniciadores direcionados para uma
regido mais interna do produto. O acréscimo destmrsla etapa de amplificacdo aumenta a
sensibilidade de uma PCR convencional porém, asad&gens como a demora e 0 risco para o
manipulador durante a revelacdo dos resultadosaaidacrescida com o elevado risco de
contaminagcao cruzada das amostras proporcionadanpeshipulacdo de produto amplificado da
primeira para a segunda etapa (Spaepen et al2, Hifpert et al.., 1993; Rawadi & Dussurge,
1995; Mendong et al., 1995). Dessa forma, o usteddcas biomoleculares mais avancadas se faz
necessario, principalmente no ambiente industnialintuito de atender as exigéncias dos 6rgaos
reguladores como ANVISA e OMS (Raymaekers et QD92
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De forma a comparar o desempenho da girCiRusecom a PCR convencional multiplex
atualmente realizada na SETBI, foi extraido DNAddespécies dMlycoplasmasp. eA laidlawii,
nas quantidades correspondentes a 50 (edtetwale e M. synoviae 25 UFC), 10, 2 e 0,4 UFC.
Além disso, 0 mesmo material genético foi tambénpldicado por gPCR utilizando o kit
comercialMycoSE® (Life Technologie$) e os resultados comparados quanto @deCcada uma
das concentracdes, a linearidade dos ensaios@éneifa da reacéo.

De acordo com a figura 37 (A e B) e a tabela 4t&2to a qPCRn housequanto o kit
MycoSEQ (Life TechnologieS) foram capazes de amplificar até 0,4 UFC Me orale sem
diferenca de ¢ significativa (p= 0,99), demonstrando a equivakéndos dois protocolos de
amplificacéo por qPCR.

Em relacdo a PCR convencional, apesar de servgbssualizar nas trés replicatas de 0,4
UFC, estas sao de fraca intensidade, sugerindo oqueste nessas quantidades nao possui
reprodutibilidade, podendo em ensaios subsequeardesserem detectadas. Portanto, pode-se

afirmar que este método foi capaz de detectar eguranca apenas 2 UFC (Figura 4.37 C).

Tabela 4.32: Valores de ¢e T, obtidos da amplificagéo deM. orale por gPCR com o protocoloin housee com o
kit MycoSE (Life Technologie$).

gPCR in house qPCR MycoSEQ’
Quantidade deM. orale
Cq Tw Cq Tw
24,93 77,14 26,25 79,22
25 UFC 24,86 77,48 26,52 78,87
24,81 77,66 26,35 79,05
26,31 77,66 27,19 79,39
10UFC 25,84 77,83 27,27 79,05
26,00 77,83 07,25 79,05
29,14 77,31 29,72 79,39
2 UFC 28,69 77,66 29,70 78,87
29,13 77,66 30,07 78,87
31,40 77,31 30,85 78,70
0.4 UFC 30,34 77,31 32,98 78,70

30,44 77,31 31,34 78,70
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Figura 4.37: Comparacdo do desempenho da qPCR housena deteccdo déVl. orale com o kit MycoSEQ (Life
Technologie§) e PCR multiplex convencional. A e BAmplificagéo de 25 (em roxo), 10 (em amarelo), 12 (erde)
e 0,4 UFC (em laranja) dkl. orale por gPCR com protocolin housee kit MycoSEQ@ (Life Technologie$),
respectivamente. Controle negativo de extracdo iamaccontrole negativo de qPCR em vermelho e Cétdtrole
positivo doMycoSE@ (Life Technologie8) em rosaC: Amplificacdo de 25, 10, 2 e 0,4 UFC Nk orale por PCR
convencional multiplex. Legenda: M: marcador deop@slecular de 100 pb; CN: controle negativo de ldivgcao.

Assim como nos ensaios cdvh orale a deteccao de até 0,4 UFCMesynoviagambéem
foi possivel através da gqPCR housee o kit MycoSE@ (Life Technologie€) ndo havendo
diferenca entre os protocolos (p= 0,76) (FigurA38B) (Tabela 4.33).

Através da PCR convencional, também foi possiwdtaccado de 0,4 UFC dé. synoviae
(Figura 4.38 C). A diferenca na intensidade dasdaarda PCR convencional com esta espécie,

guando comparado com os resultados obtidos anteide cormM. orale, ndo pode ser explicado
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pois ambos os microrganismos sao amplificados peksmos iniciadores (um senso e dois anti-
sensos), 0s quais possuem similaridade com a rdgiSorDNA de 95 a 100% (KM507723 e
NR_113660-M. orale) (AM073015 e KJ130539M. synoviag Vale ressaltar que a qualidade do
DNA de M. orale poderia ter interferido na amplificacdo por PCRw@mncional, mas isso ndao pode
ser avaliado por espectrofotometria com NanoDrofeffoFishet) devido ao precario
desempenho deste equipamento em avaliar quantidadé® baixas de DNA (dados néo
mostrados), como o esperado em menos de 1 UFCctiriba

Adicionalmente a PCR convencional, também foi oks#a uma diferenca de
aproximadamente 3, entre 25 UFC dbl. oralee a mesma quantidade e synoviagpor gPCR
(in housee com o kit comercial). Entretanto, mesmo suparetto grau de degradacdo do DNA da

amostra, isto nao interferiu nos resultados porRjB€los dois protocolos.

Tabela 4.33: Valores de ¢ e T, obtidos da amplificagéo deM. synoviaepor gPCR com o protocoloin housee
com o kit MycoSE@ (Life Technologie$).

T G gPCRin house qPCR MycoSEQ

synoviae c. - . -
20,74 75,23 20,92 79,39
25 UFC 20,52 75,75 20,65 78,35
20,63 75,75 20,57 78,53
21,72 75,92 21,94 79,05
10 UFC 21,72 76,10 21,94 78,70
21,82 75,92 21,90 78,87
24,32 75,57 24,62 79,22
2 UFC 24,06 75,75 24,55 78,53
24,11 75,57 24,51 78,53
27,41 74,88 27,09 79,22
0,4 UFC 26,87 75,57 27,08 78,18

26,87 75,57 27,12 78,18
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Figura 4.38: Comparacédo do desempenho da gPCR housena deteccdo deM. synoviaecom o kit MycoSEQ
(Life Technologies’) e PCR multiplex convencional. A e BAmplificagdo de 25 (em azul escuro), 10 (em azaifa)|

2 (em marrom) e 0,4 UFC (em amarelo) Me synoviaepor gPCR com protocolin housee kit MycoSEQ (Life
Technologie$), respectivamente. Controle negativo de extragdaiaza, controle negativo de gPCR em vermelho e
CPDE- controle positivo divlycoSEQ (Life Technologie8) em rosaC: Amplificacéo de 25, 10, 2 e 0,4 UFC We
synoviaepor PCR convencional multiplex. Legenda: M: marcad® peso molecular de 100 pb; CN: controle negativ
de amplificacéo.
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Apesar da quantidade de SYBBreen presente no mix das reacdesviyooSEQ (Life
Technologie8) ser 25% maior do que o da gPCR com protoaolhouse(Tabelas 3.3 e 3.4), a
amplificacdo deM. gallisepticumnéo apresentou diferenga quanto aos valoresydebtitios em
todas as quantidades de UFC testadas (p= 0,85)gb¥IR in house (Figura 4.39 A e B).
Entretanto, analisando a curva de dissociacaopomefhouve a diminuigcdo da quantidade de UFC,
maior a formacéo de picos secundarios sugestivaimero de iniciadores Fy, inferior a 70 °C.
Esse fendbmeno, ja visto anteriormente em 4.5.&4,atorreu nas reacdes com o kit comercial,
porém este so6 foi capaz de detectar 0,4 UFC enmapena das triplicatas (Figura 4.39 B) (Tabela
4.34). Para solucionar o fendmeno visto nas reagée3PCRIn house poderia ser reavaliada a
quantidade de SYBRGreen, ou até mesmo o aprimoramento do ensaiveatde sondas de
hidrdlise.

Avaliandoin silico os iniciadores utilizados pela PCR convenciongdhaff & Drextrel,
2002), seis seriam capazes de amplifigargallisepticum(cinco sensos e um anti-sensos), pois
possuem similaridade com a regido 16S rDNA variaae80 a 100% (KC995374). Entretanto, foi
possivel detectar com seguranca apenas 10 URC dallisepticumdemonstrando a superioridade

da gPCRn housena detecc¢éo desta espécie (Figura 4.39 C).

Tabela 4.34: Valores de ge T, obtidos da amplificagéo deM. gallisepticumpor g°PCR com o protocoloin house
e com o kitMycoSE@ (Life Technologie$).

Quantidade de gPCR in house gPCR MycoSEQ®
M.gallisepticum Cq T, C, T,
27,19 75,60 27,96 79,52
50 UFC 27,33 75,94 28,07 79,69
27,29 75,94 27,82 79,69
30,16 75,26 30,82 79,52
10 UFC 29,67 75,43 30,18 79,52
29,85 75,26 30,61 79,52
37,10 * 68,27 32,66 79,52
2 UFC 32,14 75,09 33,08 79,52
31,11 75,09 34,18 79,52
34,86 * 66,05 - 72,87
0,4 UFC 34,34 74,75 34,99 79,01
35,31 * 67,25 - 71,85

* através da curva de dissociagdo pode-se afiroango houve amplificacéo.
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Figura 4.39: Comparacdo do desempenho da gPCi house na deteccdo deM. gallisepticum com o kit
MycoSEQ (Life Technologie§) e PCR multiplex convencional. A e BAmplificacdo de 25 (em azul), 10 (em verde
claro), 2 (em cinza) e 0,4 UFC (em rosa)Mlgallisepticumpor gPCR com protocolim housee kit MycoSE@ (Life
Technologie$), respectivamente. Controle negativo de extragdaieza, controle negativo de gqPCR em vermelho e
CPDE- controle positivo dblycoSE® (Life Technologie8) em verde escur6: Amplificacdo de 25, 10, 2 e 0,4 UFC
de M. gallisepticumpor PCR convencional multiplex. Legenda: M: marcade peso molecular de 100 pb; CN:
controle negativo de amplificacao.
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Os ensaios conM. pneumoniagpor gPCR com os oligonucleotideos MPF3/R3 tmbém
mostrou igual desempenho em comparacdo com MydbSEQ (Life Technologie®) (p= 0,85)
(Figura 4.40 A e B) (Tabela 4.35).

Em relacdo & PCR convencional (Uphoff & Drext2€l02), sete iniciadores amplificam esta
espécie (5 senso e 2 anti-sensos) possuindo gduatdiar de 90 a 100% com 16S rDNA
(NR_074554). Contrariamente a espécieMlegallisepticum que € amplificada pelos mesmos
iniciadores queM. pneumoniadexceto por um iniciador anti-senso), todas astigades de UFC
foram detectadas por esta técnica, demonstrandohader diferenca entre a qPCR e a PCR

convencional para esta espécie (Figura 4.40 C).

Tabela 4.35: Valores de ¢e T, obtidos da amplificagdo deM. pneumoniaepor gPCR com o protocoloin housee
com o kit MycoSE@ (Life Technologie$).

Quantidade de gPCR in house gPCR MycoSEQ®
M.pneumoniae
Sy T Cq Tm
22,74 * 23,31 78,08
50 UFC 22,15 75,88 23,40 78,25
22,11 76,05 23,56 78,42
25,35 74,67 25,63 78,08
10 UFC 24,90 75,36 25,72 78,08
24,77 75,54 25,63 78,08
27,53 75,02 28,34 78,08
2 UFC 27,22 75,36 28,35 78,08
27,36 75,36 28,29 78,08
30,33 74,85 30,89 77,91
0,4 UFC 29,66 74,85 30,61 77,74
30,27 75,02 30,82 77,91

* O valor deT,, ndo pode ser estabelecido devido a um ermpftavareespecificamente no pogo dessa reagao.
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Figura 4.40: Comparacdo do desempenho da gPOR housena deteccdo dél. pneumoniaecom o kit MycoSEJ

(Life Technologie§) e PCR multiplex convencional. A e BAmplificacdo de 25 (em azul), 10 (em verde claf),
(em cinza) e 0,4 UFC (em rosa) & pneumoniagpor gPCR com protocolin housee kit MycoSE@ (Life
Technologie$), respectivamente. Controle negativo de extragdaieza, controle negativo de gqPCR em vermelho e
CPDE- controle positivo diblycoSE® (Life Technologie8) em verde escur@: Amplificagéo de 25, 10, 2 e 0,4 UFC
de M. pneumonia@or PCR convencional multiplex. Legenda: M: marcatkpeso molecular de 100 pb; CN: controle
negativo de amplificaco.

Por dltimo, foi testada a amplificacdo de laidlawii pelas trés metodologias, nas
guantidades de 50, 10, 2 e 0,4 UFC. O protocolgRER in housee o kit comercial da Life
Technologies apresentaram desempenhos equivalen@dsteccdo desta espécie (p= 0,99) (Figura
4.41 A e B) (Tabela 4.36).
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Contrariamente as espécieshMegallisepticume M. pneumoniagapenas quatro iniciadores
(dois sensos e dois anti-sensos) sao capazeseairadat laidlawii, possuindo similaridade com o
locus 16S rDNA de 80 a 100%. Apesar da presenca decdojsintos de iniciadores na reacao, a
deteccdo das mesmas quantidades de DNA por PCRrmumaral foi possivel apenas até 10 UFC.
A presenca das bandas de 2 UFC e 0,4 UFC de fndeasidade sugerem que o teste nessas
guantidades ndo possuem reprodutibilidade, podemgo ensaios subsequentes nao serem
detectadas (Figura 4.41 C).
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Figura 4.41: Comparacdo do desempenho da qPCRR house na deteccéo deA. laidlawii com o kit MycoSEQ
(Life Technologie§) e PCR multiplex convencional. A e BAmplificacdo de 25 (em azul escuro), 10 (em azana)l

2 (em verde) e 0,4 UFC (em rosa) 8e laidlawii por gqPCR com protocolin housee kit MycoSE@ (Life
Technologie$), respectivamente. Controle negativo de extragdaiaza (grafico A), controle negativo de gPCR em
vermelhoe CPD- controle positivo ddycoSEQ (Life Technologie$) em cinza (grafico B)C: Amplificacdo de 25,
10, 2 e 0,4 UFC dA. laidlawii por PCR convencional multiplex. Legenda: M: marcatk peso molecular de 100 pb;
CN: controle negativo de amplificacdo.
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Tabela 4.36: Valores de ¢e T, obtidos da amplificagéo deA. laidlawii por gPCR com o protocoloin housee
com o kit MycoSE@ (Life Technologie$).

gPCR in house gPCR MycoSEC®
Quantidade deA. laidlawii
S iirs S 1y
26,20 75,52 29,84 80,15
50 UFC 26,59 75,52 29,57 79,98
26,46 75,69 29,67 79,98
28,83 75,18 32,32 79,98
10 UFC 28,71 75,52 32,55 79,98
28,30 75,52 32,15 79,98
30,80 75,01 34,10 79,81
2 UFC 31,66 75,18 34,45 79,81
31,44 75,01 33,93 79,81
33,48 74,49 36,73 79,98
0,4 UFC - 61,80 39,14 72,78
32,79 74,49 38,58 72,95

Em relacdo a gPCR, ndo houve diferenca entreiegpdmocolos na capacidade de deteccdo
das 4 espécies ddycoplasmasp. eA. laidlawii, inclusive na menor concentracdo de 0,4 UFC,
mesmo a quantidade de SYBRsreen da qPCRn houseser inferior ao kitMycoSEQ® (Life
TechnologieS). Dessa forma, foi possivel sugerir que as reagdiesuseséo equivalentes as do kit
comercial.

Além disso, em contraste com a PCR convencionahetodologia de gPCR permite a
deteccdo de acidos nucleicos de forma mais rapgknsivel, revolucionando a area da biologia
molecular aplicada ndo s6 a pesquisa, mas tambéaimgndstico laboratorial e a area industrial
farmacéutica (Csako, 2006; Lind et al., 2006). Goorando com a literatura, gPAR house
mostrou melhor desempenho quando comparado comtacpto de PCR multiplex convencional

pois foi capaz de detectar 0,4 UFC das 4 espéeibycdoplasmasp. €A. laidlawii testadas.
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4.6.2- Outras vantagens da qPCHh house

Além da qPCRNn housepossuir maior sensibilidade em relacdo a PCR cuioeral, de
acordo com a andliga silico, os iniciadores prospectados neste trabalho gfarea de detectar
pelo menos 40 espécies Mgcoplasmasp. eA. laidlawii, em comparagdo com as 25 espécies com
o protocolo de PCR multiplex convencional (UphofD&exler, 2002) adotado atualmente na rotina
do SETBI.

O kit comercial MycoSE@ (Life Technologie€) é a Unica alternativa disponivel no
mercado e na literatura que utiliza a metodologgagfPCR para a deteccdo das espécies de
Mycoplasmasp. eA. laidlawii preconizadas pela FE 7.0 de forma especifica. ddeda com o
fabricante, este produto pode gerar resultados enosnde 5 horas, com sensibilidade de deteccéo
de menos de 10 copias de DNA por reacgdo, e deatéHiC deMycoplasmasp. Além disso, possui
especificidade comprovada, podendo detectar peloosn®0 espécies da clasbollicutes
incluindo as espécies recomendadas pela FE 7.00 @ovalidac&o do kit foi realizada a partir de
DNA extraido de culturas celulares contaminadas etgumas espécies déycoplasmasp., se
torna necesséria a realizacdo de um novo processwalidacdo frente aos produtos cuja
composicdo € de maior complexidade, como os imeh@micos e insumos de processos de Bio-
Manguinhos.

Apesar das vantagens acima, um unico kit permiéalizacédo de apenas 100 reacdes, 0 que
na realidade significa a testagem de um numercaaimehor de amostras devido a necessidade de
inclusédo dos controles nos ensaios e uso de maimdeaeplicata para cada amostra-teste. Como o
valor de comercializacdo deste produto possui ustocelevado, a sua implementacdo na rotina
laboratorial do controle de qualidade microbiolaégide Bio-Manguinhos, que analisa dentre
diversos produtos os imunobioldgicos e insumosrdegssos, se torna inviavel.

O desenvolvimento da metodologia de gP@Rhouse,que utiliza o mesmo sistema de
deteccdo - SYBR Green- do kiMycoSEQ (Life Technologie8) para a deteccdo déycoplasma
sp. eA. laidlawii por gPCR, e se mostrou equivalente nos ensaioparativos com diferentes
guantidades de UFC desses microrganismos em redackio comercial, detectando essas bactérias
sem diferenca significativa nos valores dg i@clusive na quantidade de 0,4 UFC, que é um dos
limites estabelecidos no kit.

Ainda, comparando o LD de ambos os protocolos PIERy a metodologian housese
mostrou equivalente ao KiflycoSEQ® (Life Technologie$), cujo fabricante afirma ser capaz de
detectar menos de 10 copias de DNA por reagao.
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Além disso, os iniciadores prospectados para a gR®RBusese mostraram adequados nos
ensaios de especificidade por nado amplificarem okspéde bactérias filogeneticamente
relacionadas Mycoplasmasp. €A. laidlawii, apresentando especifidade comprovadatro, como
afirma ser oMycoSE® (Life Technologie8) pelo fabricante. Por fim, o protocolo de gP®R
house apresenta a mesma rapidez de execucdo dos ersaiogue o MycoSEQ (Life
Technologie8) uma vez que utiliza a mesma metodologia de détee@presenta um custo inferior
em 89 % para sua implementacdo em comparacao ¢incamercial (calculo realizado em 13 de
novembro de 2014).

4.7- Avaliacao da interferéncia de matriz

A susceptibilidade das reacdes de PCR a presemdgailildores é um fendmeno bem
estabelecido na literatura (Bustin & Nolan, 2008isth, 2005), pois estes afetam diretamente a
eficiéncia da reacdo e, consequentemente, a rabwkte metodologia. Uma vez que estes
interferentes podem distorcer os resultados doiensamo gerar resultados falso-negativos em
ensaios de deteccdo de patdgenos, se torna esseseiaestudo durante o estabelecimento de um
novo desenho experimental (Nolan et al., 2006; ldtigg al., 2008; Bustin et al., 2009).

Dentre os imunobioldgicos produzidos em Bio-Manfos se destaca a vacina de Febre
Amarela, a qual é avaliada pelo CQ durante a sodcégdo (produto intermediario- suspensao
viral) e na fase final antes do envase (PAG). 2eos$rcomponentes de sua formulagdo complexa, é
possivel que existam potenciais inibidores da edeadgPCR para a deteccaoMigcoplasmasp. e
A. laidlawii como solucdes estabilizantes, ou até mesmo DNuasoriundo prépria matriz em
gue é produzida a vacina- embrido de galinha. Sdguesse racional, outros imunobioldgicos
como a vacina de sarampo, caxumba e rubéola, guedézida em substratos celulares e células
diploides, ou insumos de processos (soros animags,contém elevada quantidade de proteina),

necessitam também de avaliacdo quanto a sua cageadé inibir as reacdes de gPCR.

4.7.1- Suspenséo viral de vacina de Febre Amarela

4.7.1.1- Ensaio com os de iniciadores F3R3 utilizda pelletde suspenséo viral
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A natureza das substancias interferentes é dienseli et al., 1991; Akane et al., 1994;
Al-Soued et al., 2000), e uma das formas de avsdiarefeito nas reacdes de PCR é a utilizacdo das
amostras aditadas intencionalmente com o controégtiypo (Nolan et al., 2006; Huggett et al.,
2008).

De acordo com a DI 1245, para a deteccadvigeoplasmasp. eA. laidlawii por PCR
convencional multiplex, as amostras devem ser ifegddas para a separacdo das ceélulas
potencialmente contaminadas, uma vez que essaibaeigm patdgeno intracelular.

A partir do gréfico de amplificagdo na figura 4d2la tabela 4.37, foi possivel observar a
interferéncia dgellet de suspensdao viral na reagdo de gRCRousecom o par F3R3 através da
proximidade de gdas suspensdes virais contaminadas com 2 e 0,2uUFR{e A. laidlawii em
comparacado com os valores obtidos nas reacdes cONAo extraido de da amostra livre de
contaminantes. Da mesma forma, pela analise da alrvdissociagcdo, 0 DNA da cultura pura
apresenta pico Unico bem definido @ de aproximadamente 75 °C, enquanto que os DNA
extraidos dgelletde suspenséo viral, aditada e ndo aditada, apaesqrncos de base larga e com
Tmde aproximadamente 73 °C, ndo permitindo uma kieaediciacdo entre amostras positivas para
Mycoplasmasp. ou livres de contaminacao.

Tabela 4.37: Valores de ¢e T, obtidos nos ensaios de qPCR housecom os iniciadores F3R3 utilizandgellet

extraido de: suspenséo viral livre de micoplasmaspuspensao viral aditada conf\. laidlawii e depelletde cultura
pura de A. laidlawii.

Amostra Cq Tm
34,40 72,60
Pellet

33,45 73,11
32,57 74,13

Suspenséo viral Pellet (2 UFC/uL déA. laidlawii)
31,92 74,64
34,18 73,79

Pellet (0,2 UFC/uL dé\. laidlawii)
33,72 74,47
31,76 74,82

Pellet(2 UFC/uL)

Cultura pura dé. 3144 75,16
laidlawii 33,82 74,82

Pellet(0,2 UFC/uL)
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Figura 4.42: Avaliacdo da interferéncia dopellet de suspensao viral contaminado com 2 e 0,2 UFC.dA.
laidlawii, respectivamente. A:2 UFC depellet de cultura déA. laidlawii (em rosa)pellet de suspenséo viral (em
marrom),pelletde suspensao viral contaminada com 2 UF@.daidlawii (em verde)B: 0,2 UFC depelletde cultura

de A. laidlawii (em rosa)pelletde suspenséo viral (em marrompglletde suspensao viral contaminada com 0,2 UFC
deA. laidlawii (em azul). Controle negativo de qPCR (em vermelho).

4.7.1.2- Ensaio com os iniciadores F3R3 utilizandmbrenadante de suspenséo viral

Apesar de rotineiramente a pesquisdviyeoplasmasp. eA. laidlawii ser feita a partir do
pelletda amostra, essas bactérias podem ser encontiadabrenadante na sua forma livre. Além
disso, por serem as menores bactérias desprowadaarede celular, elas possuem baixo peso, e por
isso, o protocolo de centrifugacdo da amostra gtecade a extracdo de DNA nao € o suficiente

para deslocar essas bactérias para a regipelléd Portanto, a utilizacdo apenaspiletpromove
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um desperdicio de material potencialmente contaioina a possivel liberacdo de um resultado
falso-negativo.

Através do uso apenas do sobrenadante de susparaamontaminada foi possivel obter
uma curva de dissociacdo com pico Unico e com anaé&gs do controle positivo (cultura pura de
A. laidlawii) (Figura 4.43) (Tabela 4.38). Entretanto, como Iméiove amplificacdo 2 UFC extraidas
de sobrenadante de cultura pura Ale laidlawii, ndo foi possivel avaliaa interferéncia do

sobrenadante de suspenséo viral na inibicdo daoesgqPCHR1 housecom F3R3.

A B

ARn
e
v
b
Derivagio do reporker

20000

Ciclo

Tamparstura 7C)
Figura 4.43: Ensaio de gPCRin house com 2 UFC de DNA extraido de sobrenadante de susméo viral
contaminada comA. laidlawii. A: Grafico de amplificacdo de 2 UFC extraido de sadmlante de suspensao viral (em
roxo), 2 UFC extraido deellet de cultura pura dé\. laidlawii (em laranja), DNA extraido de sobrenadante de
suspensdo viral livre de contaminantes (em verdeprarole negativo de qPCR (em vermelhB). Curva de
dissociacao de 2 UFC extraido de sobrenadantesgersséo viral (em roxo), 2 UFC extraidopddiet de cultura pura
de A. laidlawii (em laranja), DNA extraido de sobrenadante de sis§geviral livre de contaminantes (em verde) e
controle negativo de gPCR (em vermelho).

Tabela 4.38: Valores de ge Ty, obtidos nos ensaios de gPCR housecom sobrenadante extraido de: suspenséo
viral livre de micoplasmas, suspensao viral aditadaomA. laidlawii e de cultura pura deA. laidlawii.

Amostra Cq Tm
34,07 68,17
Sobrenadante 33,32 72,99
Suspensao viral 33,56 73,33
31,67 75,22
Sobrenadante (2 UFC/uL de laidlawii) 31,07 75,22
31,09 75,22
37,09 71,27

Cultura pura dé\. Sobrenadante (2 UFC/pL) - -

laidlawii
- 63,70
- - 28,57 75,39
ultura pura dé\. Matriz total (2 UFC/uL) 30,05 74,88

laidlawii
28,26 75,22
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Como foi testado no mesmo ensaio 0 DNA extraidaoatriz total de cultura pura no
volume de 100 pL, com concentragao final de 2 UECHp possivel observar uma diferenca de C
entre esta e o sobrenadante aditado com a mesmadauaia deA. laidlawii (tabela 4.38). Dentre
as possiveis justificativas para a diferenca emadatpode-se questionar que, durante o processo de
extracdo de DNA, nédo tenha sido extraida a mesmiatigade de UFC do sobrenadante em relagéo
a cultura pura, uma vez que apenas cerca de 50@oubial de 1mL de amostra de suspenséo viral
aditada, foram retirados do sobrenadante para eacéxt Dessa forma, considerando a
homogeneizacdo perfeita da amostra cém laidlawii, parte das bactérias utilizadas na
contaminacgao foram descartadas juntamente comantesde sobrenadante @@lletde suspensao
viral ndo utilizados.

Além disso, a eficiéncia da extracdo pode ter diferente entre a cultura de laidlawii,
gue ocorreu a partir do volume de 100 pL nos gasidactérias estavam homogeneizadas, e o
volume de sobrenadante de suspenséo viral, cujprneoltilizado foi de 500 pL. Isso porque além
de ser determinado pelo BrepSEQ" (Life Tecnologie§) que o volume ideal para a extracéo é
de 100 uL, ndo houve ajuste de volume de reagpataesa extracdo do sobrenadante de suspensao
viral, que excedeu em 5 vezes o volume estabeleociohm o limite no Kkit.

Ainda, ndo pode ser descartada a possibilidadeold@sadante de suspenséo viral, assim

como opellet também pode inibir a reacdo de gP@Rouse

4.7.1.3- Ensaio com os iniciadores F3R3 utilizandeellet e sobrenadante de suspenséo viral
extraidos com o kitWizard® SV Genomic DNA Purification SysterfPromegé’)

No intuito de avaliar a participacdo do RitepSEQ" (Life Tecnologie€) na eficiéncia da
da extracao e na reacdo de amplificacao, foi @ddizim estudo comparativo por gP@Rhouse
utilizando DNA com 2 UFC ddé. laidlawii extraido depellet e sobrenadante de suspenséao viral
aditados com o kit de extracidizard® SV Genomic DNA Purification SystéRromeg8).

Conforme a da tabela 4.39 e a figura 4.44 é etedarninteferéncia dpellet de suspenséo
viral contaminado na reagdo de gP®Rhouseatravés da analise da curva de dissociacdo desta
amostra, que apresenta formacdo de picos inesmesifimas que ndo sdo visualizados quando
testado o sobrenadante contaminado com a mesmadauindeA. laidlawii.

Entretanto, pela analise dg &a curva de amplificagéo, n&éo ha diferenca enGgdo pellet
aditado e da cultura pura de laidwaii, ao contrario do £do sobrenadante, cuja diferenga para a
cultura € de aproximadamente gCEssa diferenca na sensibilidade de deteccda thdlawii
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guando utilizado sobrenadante pode ser explicadadaleao descarte de parte da cultura
contaminante ao se utilizar apenas 500 pL de sabegrne, conforme ja discutido anteriormente.
Além disso, o kit de extracdo aplicado nesse enfaidiferente, e utilizagdo de colunas de
extracdo, ao contrario de esferas magnéticas, jogtiicar a menor eficiéncia durante o processo
de extracdo (Pan et al., 2014). Ainda, a fluoreseétetectada npellet pode ter sido superior & do
sobrenadante devido & ligacdo inespecifica do SYBReen (Life Technologi&$ ao DNA de
células de galinha presentes em grande quantidesa riracdo da amostra (Life Technoldyies
2012).

Por fim, a ocorréncia de amplificacdo a partir stdrenadante de cultura pura Ae
laidlawii indica que a centrifugacdo realizada para a detirdesta fracdo de amostra ndo €
suficiente para manter essas bactérias na regigmeltei Como € utilizado na SETBI apenas o
pellet para a deteccédo déycoplasmasp. eA. laidlawii, € sugerido que o processo de extracao de
DNA seja revisado, uma vez que em casos de bamamiacado (que é o esperado no ambiente
industrial) (Deutschmann et al., 2010), o resultadderia ser liberado como um falso-negativo.
Tabela 4.39: Valores de ¢ e T, obtidos nos ensaios de qPCi house com sobrenadante gellet extraido de

suspenséo viral livre de micoplasmas, suspenséoaliaditada comA. laidlawii e de cultura pura deA. laidlawii
com o kit Wizard® SV Genomic DNA Purification SysterfPromegd’).

Amostra Cq T
36,99 72,46
Pellet

37,10 71,11
- 61,82

Sobrenadante
- 61,65

Suspenséo viral
30,83 74,48
Pellet (2 UFC/uL deA.laidlawii)
30,51 73,98
36,24 73,13
Sobrenadante (2 UFC/uL de laidlawii)

35,84 74,99
31,32 75,33

Pellet(2 UFC/uL)
Cultura pura dé. 32,51 75,16
laidlawii 29.30 74.65

Sobrenadante (2 UFC/uL)
29,33 74,99
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Figura 4.44: Ensaio de qPCRn housecom 2 UFC de DNA extraido de sobrenadante pelletde suspenséo viral
contaminada com A. laidlawii com o kit Wizard®® SV Genomic DNA Purification Systen{Promegd’). A:
Amplificacdo de 2 UFC dA. laidlawii depelletde suspensao viral (em azul), DNApmidletde suspenséo viral livre de
contaminantes (em laranja) e 2 UFCpadletde cultura pura dA. laidlawii (em roxo).B: Amplificacdo de 2 UFC de

A. laidlawii de sobrenadante de suspensao viral (em verde), B&lASobrenadante de suspensao viral livre de
contaminantes (em azul) e 2 UFC de sobrenadartaltlga pura dé\. laidlawii (em rosa)C: Amplificacédo de 2 UFC

de sobrenadante de cultura pura Alelaidlawii (em rosa), e reacdes com DNA extraido pidlet (amarelo) e
sobrenadante (azul) de suspenséo viral sem adécBaatérias.
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4.7.1.4- Ensaio com os iniciadores F3R3 utilizanduoatriz total de suspenséo viral

Como o processo de centrifugacdo é uma etapa anogsocesso de extracdo, além de
gerar o descarte de material potencialmente contaiuj foi testada interferéncia da matriz total de
suspensao viral, ou seja, sem a separacfeltt e sobrenadante, nas reacdes de gqfPdRuse
com os oligonucleotideos F3RS3.

O kit de extracadrepSEQM (Life Tecnologie§) apresenta como limitante o volume de
100 pL de amostra inicial para a extracao de DN#rdfanto, como a retirada apenas deste volume
poderia ndo ser suficiente para detectar uma lwartminacdo, além de ndo ter sido estabelecido
a eficiéncia do kit utilizando volumes acima doitenos volumes de 500, 400, 300, 200 e 100 pL
de matriz total, aditadas e livres de contaminaigiobém foram utilizados para a extracdo de DNA
e posterior ensaio por gPGRhouse

Analisando as curvas de dissociacdo geradas pdeawwlume de matriz total, aditadas e
nao aditadas, foi possivel observar a interferédaienatriz total apenas quando esta é testada livre
de contaminantes, apresentando picos inespecéiensplificacéo a partir de,€ 33 (Figura 4.45)
(Tabela 4.40). Ja a amostra aditada com 10 UF&. daidlawii, em todos os volumes, apresenta
curvas de dissociagdo com pico Unico comde 74,38 (média; dp= 0,40), coincidindo com o0s
valores del, de cultura pura dA. laidlawii (média= 74,67; dp= 0,26).

Em relacdo a capacidade de inibicdo dos diferardksnes de matrizes, nao foi possivel
chegar a uma conclusdo com valores bem estabedeaidta vez que foram aplicadas também
diferentes quantidades de UFCAldaidlawii: cada 100 pL de amostra estavam contaminadas com
10 UFC deéA. laidlawii. Logo, 500 pL de amostra continham 50 UFC destearganismo, e assim
por diante. Entretanto, foi possivel inferir quasex influéncia da matriz de suspenséo viral na
inibicdo da reacdo de gPCR, uma vez que ndo ocareiminuicdo do ¢ de amplificacao
conforme foi aumentada a quantidade de UF@ dedlawii (tabela 4.41). Isso também pode ser
visto pela diferenca de aproximadamentesJdiferenga das médias) entre gde 10 UFC deA.
laidlawii extraido de 100 puL de matriz total em comparacédo aanesma quantidade de bactéria
extraida de cultura pura.

De acordo com os resultados do experimento antddram selecionados os volumes de
500, 200 e 100 pL de matriz total de suspenséd paea a contaminagdo com 2 UFC Ae
laildawii, no intuito de melhor observar o efeito de inibigdn relacdo ao volume de matriz (Figura
4.46).
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Figura 4.45: Ensaio de gPCRn housecom 10 UFC de DNA extraido de matriz total de sugmsao viral contaminada comA. laidlawii. A-E: Curvas de dissociagcdo dos
volumes de 500, 400, 300, 200 e 100 pL de suspensgédd, aditadas e ndo aditadas com. laidlawii, respectivamente. A:10 UFC de cultura pura dke laidlawii (em rosa), 10
UFC de matriz de suspensdao viral (em roxo), e DEAngtriz de suspenséo viral livre de contaminafeiesamarelo)B: 10 UFC de cultura pura de laidlawii (em rosa), 10 UFC
de matriz de suspensdao viral (em amarelo), e DNAaeiz de suspensao viral livre de contaminargaes\(erde)C: 10 UFC de cultura pura de laidlawii (em rosa), 10 UFC de
matriz de suspenséo viral (em verde), e DNA deimdt suspenséo viral livre de contaminantes (eamja).D: 10 UFC de cultura pura d& laidlawii (em rosa), 10 UFC de
matriz de suspenséo viral (em azul), e DNA de mate suspensao viral livre de contaminantes (enmtardzy.E: 10 UFC de cultura pura d& laidlawii (em rosa), 10 UFC de
matriz de suspensao viral (em azul), e DNA de malei suspensao viral livre de contaminantes (eamjay.
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Tabela 4.40: Valores de g e T, obtidos nos ensaios de gPCR housecom DNA extraido de 500 -100pL
de matriz total de suspensdo viral aditada com 10 RC de A. laidlawii e de suspensao viral livre de
micoplasmas.

Sy iirs Sy iirs
Volume de suspenséo viral

Aditada (10 UFC/ 100 pL) Livre de contaminantes

27,76 73,87 33,88 72,33

500 pL 27,65 74,39 35,35 71,64
27,46 74,73 33,75 72,15

27,58 74,22 34,28 72,15

400 pL 27,41 74,56 33,39 72,67
27,53 74,39 33,62 72,67

27,98 73,53 34,80 71,81

300 pL 27,70 73,87 33,14 72,50
27,61 74,22 33,34 72,15

27,88 74,22 35,88 70,95

200 pL 27,73 74,73 33,23 72,15
27,88 74,73 33,10 72,33

29,06 74,39 - 64,59

100 pL 29,10 74,90 33,09 72,67
29,14 74,90 33,21 73,36

Tabela 4.41: Valores de ge T, obtidos nos ensaios de gPCR housecom DNA correspondente a 10 UFC
extraido de cultura pura deA. laidlawii.

Amostra Cq Tm
26,56 74,39
10 UFC deA. laidlawii (matriz total) 26.14 24.90
26,01 74,73

A partir dos resultados descritos na tabela 4eiZbservado o efeito de inibicdo de
reacado de gPCR housecom F3R3 apenas nos volumes de 200 e 500 pL gers&o viral
contaminadas. Apesar do aumento ppaCcurva de dissociagdo ndo variou de acordo com o
volume, apresentando pico comy, de 75,13 (média; dp= 0,38), e um pequeno pico
secundario de maidr, (destacado na figura 4.44 na ponta da seta), masd@p interfere na
interpretacdo dos resultados.
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Figura 4.46: Ensaio de gPCRn housecom 2 UFC de DNA extraido de 500, 200 e 100 pL detriz total

de suspensdo viral contaminada corA. laidlawii. A: Curvas de amplificacdo e de dissociacdo da cuftura

de A. laidlawii (em laranja) e das amostras de suspenséo viraldadittcom esta bactéria (demais cores). Em
destaque na ponta da seta, picos secundarios nas cle amostras contaminaddsCurvas de amplificacéo e
de dissociacéo da cultura pura Ae laidlawii (em laranja) e das amostras de suspensdo vira Ger
contaminates (demais cores).

Tabela 4.42: Valores de ¢ e T, obtidos nos ensaios de gPCR housecom DNA extraido de 500, 200 e
100uL de: matriz total de suspenséo viral aditadaam 10 UFC deA. laidlawii e de suspenséo viral livre de
micoplasmas, e DNA extraido de 10 UFC de cultura pa de A. laildawii.

Amostra Cq T
31,48 74,46
500 pL 30,73 74,80
30,27 74,63
Suspensao viral o o
(hawriz tota)) 200 pL 20,46 74,97
UFC 29,42 75,14
28,51 75,14
100 pL 28,81 75,31
28,64 75,65
28,87 75,48
Cultura pura dé\. laidlawii 29,29 75,48
29,10 75,31

* esta replicata foi retirada da andlise por auséde amplificacéo.
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Ao contrario do ensaio relatado na figura 4.43% héuve interferéncia da matriz de
100 pL de suspenséo viral na deteccdo de 2 URE tedlawii. Como s6 houve a mudanca
da quantidade de UFC da bactéria testada, mansmdpertanto, 0 mesmo processo de
extracdo e de amplificacdo, ndo foi possivel chagama explicacdo para a discrepancia de
resultados.

As amostras bioldgicas, como a suspensédo virabadaa de febre amarela, séo
complexas e podem conter substancias inibidoragpgdem prejudicar a eficiéncia da qPCR
ou a andlise de resultados (Kubista et al., 2006).

Como pode ser observado atraves do estudo comertiés fragcbes da matriz desta
amostra, os melhores resultados obtidos nos endaigPCRn housecom F3R3, tanto pela
andlise de gquanto pela curva de dissociagdo, foi com a médtal. E sugerido que a
utilizacdo depellet pode concentrar os possiveis interferentes presemt amostra, que
seriam, portanto, adicionados em maiores quantigdadesacao, intensificando o seu efeito
prejudicial na gPCR. Ja o uso apenas do sobrerggdgdsar de conter menores quantidades
de substancias que poderiam atrapalhar a qPCR émarplejudica a sensibidade do teste
conforme pode ser visto na tabela 4.38, pois liraideteccdo dos contaminates a somente
uma fracdo da amostra, desprezando o restantetdoahgue poderia estar pellet

4.7.1.5- Ensaio com os iniciadores F1R1 utilizanguelletde suspenséo viral

Ao contrario dos resultados obtidos cpeillet de suspenséo viral contaminado com
A. laidlawii (amplificado por F3R3), o conjunto F1R1 amplificaumesma fracdo desta
amostra contaminada colh. orale sem apresentar interferéncia nas curvas de cigsagi
com pico Unico con,, de 76,8 °C (média; dp= 0,44), coincidindo cormi,ado controle
positivo (cultura pura dbl. orale), e com @ proximo dos controles de mesma quantidade de
UFC. Adicionalmente, foi possivel detectar quartetade DNA inferiores a 1 UFC dié.
orale em pellet de suspensdo viral, demonstrando a aplicabiliddelste conjunto de
iniciadores no pior cenario quando comparado coRBHI abela 4.43) (Figura 4.47).

Entretanto, como j& foi discutido anteriormentersad importancia do sobrenadante
na deteccao diklycoplasmasp. €A. laidlawii, € sugerido a utilizacdo da matriz total para os
ensaios de rotina para a identificacdo destes womaates nos produtos testados na rotina do
SETBI. Ainda, apesar da presenca de picos na cdevalissociagdo da amostra sem

contaminagdo com Tm proxima do alvo ndo prejudecanterpretacdo dos resultados, a
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utilizacdo de matriz total pode diminuir a sua ff@&ncia, assim como ocorreu com 0
conjunto F3R3.

Resta ainda estabelecer se a utilizacdo de matar ¢ adequada para 0s outros
conjuntos de iniciadores da gP@Rhouse(e qual o seu melhor volume para que possa ser
adotado na rotina para a extracao), e baseadq dtgominar o LD (em namero de copias de
DNA e em UFC) de cada um dos quatro pares de aleatideos da gPCR housenas

amostras de suspensao viral.

Tabela 4.43: Valores de ¢ e T, obtidos nos ensaios de qPCR housecom DNA extraido de suspenséo
viral livre de micoplasmas, depelletde suspensao viral aditada cor. orale, e DNA extraido de cultura
pura de M. orale.

Amostra Cq Tm

36,25 77,20*
Suspensao viral Pellet
35,23 77,20*

27,89 76,01
Pellet(2 UFC/uL)

27,51 76,86

Suspenséo viral aditada 31,63 76,35

comM. orale Pellet(0,2 UFC/uL)

31,49 77,38

33,22 77,04
Pellet(0,02 UFC/uL)
33,52 77,04

27,00 76,69

2 UFC/uL
26,61 77,04
29,86 77,04
i 0.2 UFCE
32,71 75,67
33,03 76,86
0,02 UFC/uL

33,64 76,86

*picos com valor derivativo elevado, porém com peliferente do gerado em curva de dissociagaoofspe
deM. orale
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Figura 4.47: Ensaio de interferéncia de matriz conpellet de suspenséo viral aditado comM. orale. (Da
esquerda para a direitd) Curva de amplificacdo de 2 UFC de cultura purdderale (em azul), 2 UFC de
pellet de suspensdo viral contaminada (em laranja), e [@M#aido depellet livre de contaminacdo (em
marrom), e suas respectivas curvas de dissociB¢dourva de amplificacdo de 0,2 UFC de cultura pardid
orale (em azul), 2 UFC dpelletde suspensdo viral contaminada (em laranja), e BXrido depelletlivre de
contaminacao (em marrom), e suas respectivas cdevdssociacadC: Curva de amplificacao de 0,02 UFC de
cultura pura deM. orale (em azul), 0,02 UFC dpellet de suspenséo viral contaminada (em laranja), e DNA
extraido depelletlivre de contaminacédo (em marrom), e suas resfectiurvas de dissociacdo. Em vermelho o
controle negativo de gPCR e em cinza o controlextiacao.
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4.7.2- PAG de Vacina de Febre Amarela

4.7.2.1- Ensaio com os iniciadores F3R3 utilizangmelletde PAG

Uma vez que as reacdes de amplificacdo com ogdoies F3R3 apresentaram
algumas dificuldades nas reacdes de gqPCR com s#&perral, inicialmente este mesmo
conjunto foi testado para as amostras de PAG.

Assim como no ensaio com suspensao viral, foizadh a amplificacdo de 2 e 0,2
UFC deA. laidlawii extraida depelletde cultura pura e deelletde PAG contaminado com o
kit de extracdoMycoSE@ (Life Technologie$), de forma a seguir o procedimento da
SETBI, que utiliza essa fracdo da amostra pardrago de DNA.

O pellet de PAG contaminado, da mesma forma qupellet de suspensao viral
contaminado, apresenta interferéncia na curva s&odacdo, pois 0os dois picos possuem
valor derivativo de fluorescéncia elevado e cgproximos al, deA. laidlawii. Assim, esse
mesmo padrédo de pico poderia confundir uma amaesimgaminada com uma que estivesse
livre de micoplasmas (Tabela 4.44) (Figura 4.48).

Tabela 4.44: Valores de ¢e T, obtidos nos ensaios de gPCR housecom pellet extraido de: PAG livre
de micoplasmas, PAG aditado com. laidlawii e de cultura pura deA. laidlawii.

Amostra

Cq T
Pellet 32,60 78,91
31,87 78,21
PAG Pellet (2 UFC/UL deA. laidlawi) 25,96 76,47
25,84 77,34
Pellet (0,2 UFC/UL déA. laidlawii 28,08 76,99
28,17 77,51
Pellet(2 UFC/uL) 26,54 77,34
Cultura pura dé\. laidlawii 26,67 77,51
30,59 76,99

Pellet(0,2 UFC/uL)
30,17 76,64
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Figura 4.48: Avaliacdo da interferéncia dopelletde PAG contaminado com 2 e 0,2 UFC d&. laidlawii,
respectivamente. A:2 UFC depelletde cultura purd\. laidlawii (em rosa)pelletde PAG (em marrompellet
de PAG contaminada com 2 UFC Aelaidlawii (em laranja) e controle negativo de qPCR (em védra)eB:
0,2 UFC deA. laidlawii (em roxo),pelletde suspenséo viral (em marrompglletde PAG contaminada com 0,2
UFC deA. laidlawii (em verde). Controle negativo de gPCR em vermelianéole de extragdo em cinza.

Apesar da liberacdo de um resultado por gPCR detensa SYBR Green (Life
TechnologieS) depender da andlise em conjunto dpde amplificacdo com a curva de
dissociagéo, o £depelletde PAG sem a contaminagéo também apresentouesgerado de
amostras positivas que estivessem com baixa cagabiana (Tabela 4.44), e portanto, ndo
poderia servir de critério para liberacdo de raslals. Para solucionar esta questéao, o valor de
Cy da amostra negativa pafa laidlawii poderia ser estabelecido comawt-off da reagao.
Entretanto, como em suspensao viral foram obtidethanes resultados com outras fragbes
que nao opellet o mesmo procedimento anteriormente realizado vddiagédo de outras
fracOes da suspensdao viral foi também adotado Paa no intuito de detectak. laidlawii

por qPCRin house
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4.7.2.2- Ensaio com os iniciadores F3R3 utilizandmbrenadante de PAG

O sobrenadante de PAG foi obtido a partir de dewgaicdo da amostra aditada cAm
laidlawii ou livre de contaminantes utilizando o mesmo kitextracdo do ensaio anterior.
Conforme da figura 4.49, foi observado que o saante de PAG utilizado no processo de
extracdo nao foi capaz de gerar melhores resultaaios os obtidos em suspenséo viral, ndo
sendo possivel diferenciar uma amostra contamidadana negativa, nem por analise de C
cujos valores sao muito préximos entre a amostsitip@ € negativa, € nem por curva de

dissociacao, devido a presenca de picos inespesiiclel, diferente ddal,, do alvo (Tabela
4.45).

A —
g
/ llll.
|
[
e " :I | |
/ = i | \
B, / |
/ 2 4 |I
: _E K 1
. ot f / \
"‘j . 4 2 'luﬁ!’:r'._‘-"""‘/ Ii., .Il
G f g [ 1 \
p B et | \
I l,'I i ———— h"\-\_h___
Ciclo
Tamperatra ()
/ \
—— =2 i 1
— b |
Fad & H'
i —~ E ) |
o z ,_-—-._.,_____ / I'l
= | = i |
i 5| »\‘
1 STe— —=
Ciclo !
Tamparatura ("L}

Figura 4.49: Ensaio de qPCRin house com 2 UFC de DNA extraido de sobrenadante de PAG
contaminada comA. laidlawii. A: Grafico de amplificacdo de 2 UFC extraido de scdente de PAG
contaminado (em roxo), 2 UFC extraido pielet de cultura pura dé. laidlawii (em azul).B: Grafico de
amplificacdo de DNA extraido de sobrenadante de RAE de contaminantes (em cinza) e 2 UFC extralielo
pelletde cultura pura dA. laidlawii (em azul). Em vermelho o controle negativo de qPCR.
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Tabela 4.45: Valores de ¢e T, obtidos nos ensaios de gPCiR house com sobrenadante extraido de:
PAG livre de micoplasmas, PAG aditado cord. laidlawii e de cultura pura deA. laidlawii.

Amostra C, T,
32,01 81,01
Sobrenadante 31.86 76,72
PAG 32,34 80,84
32,44 75,86
Sobrenadante (2 UFC/uL de
laidlawii) 32,84 77,75
31,94 75,69
28,21 75,52
Cultura pura dé.
laidlawii Pellet(2 UFC/uL) 28,31 75,52
28,32 75,69

4.7.2.3- Ensaio com os iniciadores F3R3 utilizandpellet e sobrenadante de PAG
extraidos com kitWizard® SV Genomic DNA Purification SysterfPromegd’)

Como a metodologia do kit de extracltycoSE@ (Life Technologie$) utiliza
esferas magnéticas, e estas poderiam ter intesfeddreacdo anterior, foi testado o DNA
extraido depellet e de sobrenadante de PAG, aditado e sem micrergasj com o kit
Wizard® SV Genomic DNA Purification Syst¢Rromeg&) (Figura 4.50).

As reacoes de amplificacdo gelletde PAG contaminado, assim como do PAG nao
aditado, apresentam picos inespecificos de acanioaccurva de dissociagéo e valores gle C
de 30,98 (média; dp= 0,72), ndo sendo possivetetiftar, a partir do uso dessa fracdo de
PAG, uma amostra positiva de uma negativa pafaidlawii (Tabela 4.46).

O sobrenadante de PAG, assim como essa mesmab fogg&suspensao viral,
apresentou melhores resultados para a curva decidiggo, apresentando pico Unico &m
de 74,95 (média; dp= 0,95), que é proximolglado controle positivo de 75,03 (media; dp=
0,29) (Tabela 4.46). Entretanto, o uso do sobrartadapactou na sensibilidade da reacao
quando comparados os valores deolitidos com a mesma fracéo extraida da cultura ger
A. laidlawii.
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Figura 4.50: Ensaio de gPCRn housecom 2 UFC de DNA extraido de sobrenadante gellet de PAG
contaminado comA. laidlawii através do kit Wizard® SV Genomic DNA Purification SysterfPromegd’). A:
Amplificacdo de 2 UFC deé\. laidlawii de pellet de PAG (em preto), DNA deellet de PAG livre de
contaminantes (em marrom) e 2 UFCpdtlet de cultura pura dA. laidlawii (em rosa)B: Amplificacdo de 2
UFC deA. laidlawii de sobrenadante de PAG (em verde), DNA de sobaet@de PAG livre de contaminantes
(em amarelo) e 2 UFC de sobrenadante de cultuedmA. laidlawii (em rosa)C: Amplificacdo de 2 UFC de
sobrenadante de cultura pura Ae laidlawii (em rosa), e reacbes com DNA extraido pidlet (azul) e
sobrenadante (marrom) de PAG sem adicdo de bactéria
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Tabela 4.46: Valores de ge T, obtidos nos ensaios de qPCR housecom sobrenadante @elletextraidos
de PAG livre de micoplasmas, PAG aditada com. laidlawii e de cultura pura deA. laidlawii com o kit
Wizard® SV Genomic DNA Purification SysterfPromegé).

Amostra Cq T
31,84 78,37
Pellet
30,92 78,54
37,40 73,13
Sobrenadante
39,95 61,65
PAG
31,07 74,99
Pellet (2 UFC/uL déA.laidlawii)
30,08 75,50
36,86 73,98
Sobrenadante (2 UFC/uL de laidlawii)
35,05 75,33
31,32 75,33
Pellet(2 UFC/uL)
32,51 75,16
Cultura pura dé\. laidlawii
29,30 74,65
Sobrenadante (2 UFC/uL)
29,33 74,99

4.7.2.4- Ensaio com os iniciadores F3R3 utilizanduatriz total de PAG

Apesar do kit de extracdo da Promedar apresentado melhores resultados em
comparacéo ao kiMycoSEQ (Life Technologie8) quando utilizado o sobrenadante de PAG,
foi adotada a l6gica anteriormente aplicada pdestagem de matriz total de suspensao viral.
Amostras com os volumes de 500, 400, 300, 200, Ge (0 de PAG, aditados corA.
laidlawii ou livre de contaminates, foram utilizados paraxértacdo de DNA com o Kit
MycoSE® (Life Technologie$).

Ao contréario dos resultados obtidos com os sobiartad de PAG extraidos com o kit
MycoSEQ@ (Life TechnologieS), as amostras de matriz total, em todos os volumes
apresentaram picos bem definidos Bpde 75,29 °C (média; dp= 0,85) quando aditados com
A. laidlawii. Em contrapartida, as reacdes referentes a matakznao aditada apresentaram
picos inespecificos, que podem facilmente ser aliigados de picos gerados quando a
amostra esta contaminada (Figura 4.51).
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Da mesma forma como ocorreu com suspensao vialfei possivel estabelecer o
melhor volume de matriz total, uma vez que em cadiame foi aditado uma quantidade de
UFC deA. laidlawii diferente: 10 UFC para cada 100 pL de amostrarRoavaliando os £
de amplificacdo das amostras contaminadas, foireddde que a matriz total possui efeito de
inibicdo na deteccdo de laidlawii, uma vez que o aumento de DNA bacteriano testddo n
foi acompanhado pela diminuicéo dg @ amplificacdo (Tabela 4.47 e 4.48). Ainda, ndo

pode ser explicado o melhor resultado com 200 plcemparacdo com 0s outros volumes.
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Figura 4.51: Ensaio de qPCRin house com F3R3 utilizando matriz total de PAG, aditada enéo
contaminada com cultura pura deA. laidlawii. A: Amplificacdo de 10 UFC de cultura pura Aelaidlawii

(em rosa) e dos volumes de 500, 400, 300, 200,0epul0de matriz de PAG néo aditada (demais coOEs).
Amplificacdo de 10 UFC de cultura pura Aelaidlawii (em rosa) e dos volumes de 500, 400, 300, 2000e 10

puL de matriz de PAG aditada (demais cores).



142

Tabela 4.47: Valores de ¢e T, obtidos nos ensaios de qPCR housecom DNA extraido de 500 -100 pL
de: matriz total de PAG aditada com 10 UFC dé\. laidlawii e de PAG livre de micoplasmas.

Cq iy Sy Tm
Volume de PAG
Aditada (10 UFC/ 100 pL) Livre de contaminantes
30,44 75,64 32,57 66,24
500 pL 30,32 75,81 32,35 75,98
30,42 75,64 32,69 81,85
30,29 75,64 33,00 81,18
400 pL 31,09 75,64 32,70 80,84
30,31 75,47 32,53 79,17
30,60 75,14 30,70 81,68
300 pL 30,00 75,64 30,49 81,68
30,48 75,14 30,50 75,98
26,90 75,31 31,05 78,66
200 pL 27,02 75,47 30,48 81,52
27,83 72,28 30,54 81,35
29,95 75,47 31,49 75,81
100 pL 30,69 75,64 30,74 76,31
30,21 75,47 30,63 80,84

Tabela 4.48: Valores de ge T, obtidos nos ensaios de gPCR housecom DNA extraido de 10 UFQie A.
laidwaii.

Amostra Sy Tm
25,89 75,81
Cultura pura dé\. laidlawii 10 UFC 26,02 75,81
25,92 75,81

Para definir o melhor volume de amostra, considirague o kitMycoSE@ (Life
Technologie8) possui o limite de 100 uL de amostra para a eétrale DNA, mas que em
contrapartida, o uso de uma maior quantidade detamaumenta a chance de deteccda.de
laidlawii, foram escolhidos os volumes de 500, 200 e 100delLmatriz total de PAG,
aditados com a mesma quantidade de UFC e nao eslitpdra a extracdo de DNA e
amplificacédo por qPCIi housgTabela 4.49) (Figura 4.52).
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As curvas de dissociacdo de todos os volumesdtestapresentam um pico bem
definido comT,, de 75,25 °C (média; dp= 0,09), em comparacéo cOmde cultura pura de
A. laidlawii de 75,37 °C (media; dp= 0,39). De acordo com dsres de G descritos na
tabela 4.49, foi possivel verificar que os melhorelsimes para a deteccao Aelaidlawii
foram de 200 e 100 pL.

Avaliando os resultados dos iniciadores F3R3 érentdeteccao da. laidlawii por
gPCR em PAG de vacina de Febre Amarela, foi pdsshaervar que o uso de matriz total
gerou melhores resultados quanto a analiseqde €@irva de dissociacédo quando comparada
compelletou sobrenadante.

Resta ainda estabelecer se a utilizacdo de matiat ¢ adequada para 0s outros
conjuntos de iniciadores da gP@Rhouse(e qual o seu melhor volume para que possa ser
adotado na rotina para a extracado), e baseadq dtgominar o LD (em namero de copias de
DNA e em UFC) de cada um dos quatro pares de aldeatideos da gPCR housenas

amostras de PAG.

Tabela 4.49: Valores de ¢ e T, obtidos nos ensaios de gPCR housecom DNA extraido de 500, 200 e
100uL de: matriz total de PAG aditada com 2 UFC dé\. laidlawii, de PAG livre de micoplasmas e de
cultura pura de A. laidlawii.

Amostra Cq T
32,93 77,65
500 pL 31,98 79,70
32,32 75,94
31,07 76,96
PAG (matriz total) 200 pL 31,10 74,23
30,85 81,41
31,07 76,62
100 pL 31,06 76,45
30,97 81,07
33,71 75,25
500 pL 33,53 75,08
32,99 75,25
. . 29,63 75,25
PAG (matriz tatgg aditada com 10 200 L 29.34 75.25
29,38 75,25
30,50 75,42
100 pL 31,12 75,25
30,50 75,25
_ . , 29,64 75,60
Cultura pura dé. laidlawii (matriz 10 UEC 30,40 74.91

total)
29,84 75,60
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Figura 4.52: Ensaio de gPCRn housecom F3R3 utilizando 2 UFC de DNA extraido de 50200 e 100 uL

de matriz total de PAG contaminada conA. laidlawii. A: Curvas de amplificacao e de dissociacdo da cultura
pura deA. laidlawii (em roxo) e das amostras de suspenséao viral aslitamha esta bactéria (demais corés).
Curvas de amplificacdo e de dissociacdo da culpura deA. laidlawii (em em roxo) e das amostras de
suspensao viral livre de contaminates (demais ores

4.7.3- Soro Fetal Bovino

O soro fetal bovino € um os insumos utilizadosGQ de Bio-Manguinhos que
necessita ser avaliado quanto a presenca de coatises conforme discutido anteriormente.

Um estudo preliminar foi realizado para avaliantarferéncia da matriz desse insumo
nos ensaios de gPGR house utilizando como amostra ellet obtido apds centrifugacéo,
obedecendo o protocolo padrdo de deteccabytmplasmasp. eA. laidlawii utilizado na
SETBI.

De acordo com a figura 4.53, foi possivel obseovafeito inibidor dgoellet de soro
fetal bovino contaminado com 5 UFC Aelaidlawii (em relacéo ao valor de,@ncontrado-
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média= 34,05; dp= 0,84) em comparacdo com o olmtadoreacdes com 5 UFC de cultura
pura deA. laidlawii (média= 27,16; dp= 0,12) (Tabela 4.50). Entretamtéo houve
interferéncia da amostra contaminada em relacdoméa ae dissociacdo, apresentando pico
anico emT, 74,79 °C (média; dp= 0,2), cujo valor é proximocdtura pura (média= 75,31;
dp= 0,36). Além disso, a amostra sem contaminalgi@cordo com analise dg €curva de

dissociacdo, ndo apresentou amplificacdo, e os paxonados foram tipicos de dimeros de

iniciador.
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Figura 4.53: Ensaio de gPCRn housecom F3R3 utilizando 5 UFC de DNA extraido dgelletde soro fetal
bovino contaminado comA. laidlawii. (Da esquerda para a direitd) e B: Curvas de amplificacdo e
dissociacdo dpellet de soro fetal bovino contaminado com 5 UFCAddaidlawii (em rosa), de 5 UFC de
cultura pura dé\. laidlawii (em verde) e dpelletde soro fetal bovino livre de contamiacéo (em)afibntrole

negativo de gPCR em vermelho.

Tabela 4.50: Valores de ¢ e T, obtidos nos ensaios de gPCih house com DNA extraido depellet de
cultura pura de A. laidlawii, de soro fetal bovino contaminado e de soro fethbvino livre de micoplasmas.

Amostra Cq T
- 61,73
Soro fetal bovinogellef) - 61,38
- 61,73
35,00 74,55
Soro fetal bovino aditado colUFC deA. laidlawii (pelle) 33,88 74,90
33,27 74,90
27,28 74,90
Cultura pura dé\. laidlawii (pelle?) 27,03 75,43
27,17 75,61
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Como o soro fetal bovino € um sulplemento ricoreatromoléculas como proteinas,
estas poderiam ter um papel importante na inibiigiceacdo de qPCR (Gstraunthaler, 2003;
Bustin & Nolan, 2003; Bustin, 2005). Assim, futuramte deve ser avaliado um protocolo
para eliminacdo dessa inibicdo envolvendo o usmaiiz total (ao invés dpellet assim
como no caso de suspenséo viral e PAG da VFA)igdiduda matriz ou novo kit de extracao

de DNA gue possa conferir um maior grau de purezZz@MA da amostra.



5- CONCLUSAO

Foi desenvolvida uma metodologia de gP@Rousepara a detecgcdo das espécies de
Mycoplasmasp. e A. laidlawii preconizadas pela FE 7.0 através da prospeccapateo
conjuntos de iniciadores que amplificam a regia® ABNA desses microrganismos.

Através das analiseqn silico e in vitro, os iniciadores da qPCR house
demosntraram ser especificos para a deteccaMydmplasmasp. e A. laidlawii nao
amplificando os géneros filogeneticamente proxim®geptococcus, Lactobacillus e
Clostridimatendendo as exigéncias da FE 7.0.

De acordo com os testes de exclusividade, osadoces prospectados detectaram com
eficiéncia adequada somente as espéciddydeplasmasp. ouA. laidlawii para o grupo ao
qual foram designados.

Além das sete espécies Mycoplasmasp. eA. laidlawii exigidas pela FE 7.0, a
avaliacdoin silico (BLASTn® -NCBI®) dos quatro conjuntos de iniciadores prospectados
revelou a possibilidade da detectacdo de pelo mgmaxenta espécies tycoplasmasp. e
A. laidlawii pela metodologia de gPUR house com similaridade entre os oligonucleotideos
e a regido 16S rRNA de 94 a 100%.

O LD da gPCRin housefoi de 10 cépias de DNA dBlycoplasmasp. excetoA.
laidlawii, cujo LD foi de 1 cOpia, mantendo-se a eficiéreibnearidade da reacéo. Ainda,
nao foi possivel o estabelecimento deste pararpanaM. hyorhinisdevido a dificuldade de
cultivo para a obtencédo de material necessari@@sasosn vitro.

A gPCR in house se mostrou equivalente ao kit comercidllycoSE@ (Life
TechnologieS) e superior & PCR convencional multiplex quantteteccéo das espécies de
M. orale, M. synoviae, M. gallisepticum, M. pneumer A. laidlawii.

Os resultados obtidos nos ensaios de gPGR®usecom opelletde suspenséo viral e
PAG permitem afirmar que existe interferéncia, dage inibicdo por analise de, Guanto na
curva de dissociacao, quando testado DNA extragduetiet contaminado. Em contrapartida
com o sobrenadante, apesar dos melhores resuhadasva de dissociacéo, a sensibilidade

de deteccdo € menor. A matriz total de suspensab &iPAG apresentaram os melhores
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resultados, tanto em sensibilidade quanto em andéiscurva de dissociacéo, nas reacdes de
gPCRin house Entretanto, o volume ideal para a extracao de D& pode ser estabelecido
a tempo.

A matriz de soro fetal bovino apresentou efeitonileicdo na deteccao de laidlawii
por gPCRin house sendo necessarios ensaios de otimizacdo futarasgpeliminacdo desta
interferéncia.

O kit de extracdoWizard® SV Genomic DNA Purification Syste(Rromeg&)
apresentou melhores resultados nos ensaios de g®P®Rusecom o sobrenadante de
suspensao viral e PAG, em relacdo a analise da dendissociagdo, em comparagdo com o
kit PrepSEQ' Nucleic Acid Extraction KifLife Tecnologie$). Ndo houve diferenca entre os

kits quando testadopelletde suspensao viral e PAG.

A metodologia de gPCR desenvolvida housedemonstrou ser especifica para a
deteccdo deMycoplasma sp. e A. laidlawii, assim como o kitMycoSE@ (Life
Technologie$), de acordo com o fabricante. Além disso, possaesmo LD certificado pelo

kit comercial, exceto em relacdoAa laidlawii, cujo LD pela qPCRn houseé superior.
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