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"Um circulo ndo tem fim".

(Isaac Asimov).



RESUMO

Micoplasma € o nome comumente empregado para descrever 0os microrganismos da
Classe Mollicutes. O uso extensivo de culturas celulares nos ultimos anos e sua
frequente contaminacdo por micoplasmas, juntamente com a elucidacdo de
possuirem 0s menores genomas dentre 0s organismos de vida livre, tem despertado
interesse para essas bactérias e contribuido para revelar um pouco mais sobre sua
biologia. Atualmente, dois métodos sao recomendados pelas farmacopéias
internacionais para a deteccdo de micoplasmas em produtos biolégicos: o cultivo e a
cultura de células indicadora. A partir de 2008, métodos alternativos baseados na
amplificacdo de acidos nucleicos foram incluidos na Farmacopeia Europeia,
podendo ser empregados desde que sejam validados. Materiais de referéncia
internacionais estao disponiveis para a avaliacdo da comparabilidade de métodos
para a deteccdo de micoplasmas, porém seus custos sdo bastante elevados. O
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude é o Laboratorio Nacional de
Controle para a analise de produtos bioldgicos. No entanto, o controle de
micoplasmas em produtos biol6gicos ainda ndo é preconizado na Farmacopeia
Brasileira. Neste estudo foram incorporadas dezoito diferentes cepas de
micoplasmas de referéncia na Colecdo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia
Sanitaria, dentre as recomendadas para o controle de produtos biolégicos e
utilizadas em painéis internacionais para avaliacdo de métodos alternativos. Todas
essas cepas se mostraram aptas em crescer num Unico meio de cultura alternativo.
Ensaios moleculares de deteccdo e identidade, baseados em PCR e
sequenciamento foram empregados em 55 diferentes amostras de linhagens
celulares cedidas por instituicbes de pesquisa e ensino da cidade do Rio de Janeiro,
demonstrando a contaminacéo de 76,3% das células analisadas e a prevaléncia de
M. arginini, M. hyorhinis e M. orale. A citometria de fluxo utilizando dois marcadores
fluorescentes, CFDA e TOPRO, foi padronizada para aferir a viabilidade de M.
gallisepticum e depois avaliada em diferentes espécies de micoplasmas, tendo sido
praticada com sucesso em M. hyorhinis, S. citri e parcialmente em A. laidlawii
(apenas um marcador). As metodologias de deteccdo e identificacdo de
micoplasmas utilizadas neste estudo podem ser empregadas diretamente no

controle de qualidade de culturas celulares e avaliagdo da viabilidade de



microrganismos por citometria de fluxo, nas &reas de producdo de material de

referéncia microbioldgico e controle de qualidade de produtos.

Palavras chave: Micoplasma. Deteccéo. Cultura de Células. Citometria de Fluxo.



ABSTRACT

Mycoplasma is the term usually applied to describe microorganisms of the Mollicutes
Class. Recently, mycoplasmas have aroused researchers’ interest not only because
they have the smallest genomes of all living organisms, but also due to the extensive
use of cell cultures, of which they are frequent contaminants. Nowadays, international
pharmacopeias recommend two methods for mycoplasma detection in biological
products, which are based on culture and indicator cell culture. Since 2008, the
European Pharmacopeia has included alternative methods based on nucleic acid
amplification as long as they are validated. International mycoplasma reference
materials for methods comparison evaluation are available, but their costs are very
expensive. The National Institute for Quality Control in Health is the Brazilian National
Control Laboratory for biological product analyses. Mycoplasma control, however, is
not yet preconized by the Brazilian Pharmacopeia. In the present study, 18 different
mycoplasma reference strains, which are used on international panels for the
establishment of alternative methods and recommended for biological products
quality control, were added in Sanitary Surveillance Reference Bacteria Collection
and all these strains were able to grow in a single alternative culture medium.
Molecular assays for mycoplasma detection and identification by PCR and nucleotide
sequencing were applied to 55 different cell culture samples kindly given by research
institutions in the city of Rio de Janeiro and demonstrated a 76.3% rate of
mycoplasma contamination, being M. arginini, M. hyorhinis and M. orale the
prevalent species. A viability flow cytometry assay with two fluorescent dyes, CFDA
and TOPRO, was standardized for M. gallisepticum and then applied to other
mycoplasma species, with a better result for M. hyorhinis, S. citri and A. laidlawii (one
of the dyes). The detection and identification methodologies presented here could be
directly used in the quality control of cell cultures and mycoplasma viability by flow
cytometry would be applied for the production of microbiological reference materials

as well as for product quality control.

Keywords: Mycoplasma. Detection. Cell Culture. Flow Cytometry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Micoplasmas

Micoplasma é o0 nome comumente empregado para descrever oS
microrganismos da Classe Mollicutes, do latim: “pele suave”, € uma alusdo a
auséncia de parede celular bacteriana rigida. Esses microrganismos sao conhecidos
como as menores bactérias (300—800 nm) e durante muitos anos foram confundidos
com virus, uma vez que sao capazes de transpor os filtros bacterianos usuais. Estdo
largamente distribuidos na natureza, sendo muitos deles patdégenos animais,
vegetais e humanos. O uso extensivo de culturas celulares nos ultimos anos e sua
frequente contaminacdo por micoplasmas, juntamente com a elucidacdo dos
menores genomas dentre os organismos de vida livre, tem despertado interesse
para essas bactérias e contribuido, dessa forma, para revelar um pouco mais sobre
sua biologia (RAZIN; HAYFLICK, 2010).

Esses microrganismos costumam apresentar alta especificidade pelos
hospedeiros e tecidos, reflexo de sua limitada capacidade biossintética. Dentre as
micoplasmoses humanas, destaca-se o M. pneumoniae que € causador de
tragueobronquite e pneumonia em pessoas de todas as idades. As espécies M.
hominis e Ureaplasma spp. sdo responsaveis por uma variedade de complicacdes
urogenitais em adultos, podendo ser patdégenos sistémicos em lactentes e pessoas
imunodeprimidas. Mycoplasma genitalium é também um importante patdégeno
urogenital com prevaléncia cada vez maior - podendo causar uretrite, cervicite e
doenca inflamatéria pélvica. Antibibticos pertencentes aos grupos das tetraciclinas,
fluoroquinolonas, macrdlideos, aminogolicosideos e o cloranfenicol sdo geralmente
eficazes no tratamento de micoplasmasmoses humanas. Casos de resisténcia a
tetraciclina e as quinolonas tém sido relatados em M. hominis e em Ureaplasma spp.
com cada vez mais frequéncia e a resisténcia aos macrolideos € prevalente em
isolados clinicos de M. pneumoniae na China e no Jap&o e vem sendo documentada
também na Europa e na América do Norte (XUE et al., 2018).

Mycoplasma gallisepticum é causador da doenca respiratoria crénica em
galinhas e da sinusite infecciosa. J& M. synoviae causa a sinovite infecciosa, uma
doencga que acomete membranas sinoviais das articulagdes e bainhas dos tenddes

dessas aves. Esses dois patdgenos aviarios acarretam enormes perdas econdémicas,
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resultado da reducdo nas taxas de crescimento e ganho de peso dos animais,
dimunuic¢do da postura e taxa de eclosdo dos ovos, assim como aumento dos custos
dos procedimentos para sua erradicacdo, que envolve limpeza e assepsia,
medicacédo e vacinacdo (KHALDA et al., 2013). Doencas causadas por micoplasmas
séo continuas e desafiadoras ameacas também na criacdo de pequenos ruminantes,
dentre elas podemos destacar a pleuropneumonia contagiosa caprina
(principalmente em caprinos), agalaxia contagiosa (ovinos e caprinos), pneumonia
atipica (geralmente ovinos), além de artrite, mastite, vesiculite seminal, ampulite,
epididimite, orquite, uretrite, conjuntivite e meningite, isoladamente ou como
sindromes classicas. Os agentes infeciciosos comumemente incluem M. mycoides,
M. capricolum, M. agalactiae, M. bovis, dentre outros (YATOO et al, 2018).

Os micoplasmas podem ser observados nos mais distintos ambientes e
hospedeiros. A doenca das folhas pequenas em plantas citricas esta diretamente
relacionada a sua contaminag¢ao por Spiroplasma citri, seus sintomas incluem folhas
mosqueadas e pequenas, frutos com formatos anormais, baixa estatura das arvores
e producédo reduzida de frutos (NEJAT; VADAMALAI; DICKINSON, 2011). lehata,
Valenzuela e Riquelme descreveram em 2015 que o género Mycoplasma é
predominante no trato digestivo de polvos e diferentes autores descreveram
sequencias de micoplasmas em corais de agua fria, inclusive com a sugestdo de
uma nova espécie — "Candidatus Mycoplasma corallicola” (NEULINGER et al.,
2009).

No ambiente laboratorial, a contaminagdo por bactérias da classe Mollicutes,
majoritariamente dos géneros Mycoplasma e Acholeplasma, esta entre os problemas
mais frequentes associados as culturas de células eucaribticas. Dados da literatura
relatam taxas de 15 e 80% de contaminacdo (LANGDON, 2004). A infeccdo por
micoplasmas causa problemas severos também em colénias de roedores utilizados
em laboratério, sendo M. pulmonis e M. arthritidis as espécies mais prevalentes
(GOTO et al., 2012).

E bastante factivel argumentar que os micoplasmas estejam bem préximos do
conceito de “parasitas-ideais”, geralmente vivendo em harmonia com o hospedeiro.
As infec¢cdes causadas costumam ser leves e cronicas e sua baixa taxa de
replicagdo ndo deve ser considerada uma deficiéncia, levando em conta que o

parasita so teria a perder ao matar seu hospedeiro (RAZIN; HAYFLICK, 2010).
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A Classe dos Mollicutes pode ser dividida em quatro ordens: (i)
Mycoplasmatales, composta pelas espécies dos géneros Mycoplasma e
Ureaplasma, (ii) Entomoplasmatales, que abrange as espécies pertencentes aos
géneros Entomoplasma, Mesoplasma e Spiroplasma, (iii) Acholeplasmateles, que
inclui o género Acholeplasma e (iv) Anaeroplasmatales, que compreende 0s géneros
Anaeroplasma e Asteroleplasma (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). Atualmente
apresentam-se como géneros candidatos: Bacilloplasma, Hepatoplasma,
Lumbricincola e Phytoplasma (LIST OF PROKARYOTIC NAMES WITH STANDING
IN NOMENCLATURE, 2019).

O genoma dos microrganismos da Classe Mollicutes € bem pequeno, varia de
580 a 2.220 mil pares de bases (pb), essa reducdo do genoma estd associada
diretamente a sua limitada capacidade metabolica. Ndo possuem genes envolvidos
na biossintese de aminoacidos e apenas alguns genes envolvidos na biossintese de
cofatores (vitaminas). A maioria dos micoplasmas nao consegue nem mesmo
sintetizar acidos graxos e alguns incorporam fosfolipidios junto com o colesterol para
formacdo de suas membranas. Genes envolvidos na biossintese de nucleotideos
também sdo limitados. Seu estilo de vida parasitico coincide com o significativo
namero de genes associados a proteases e 0 pequeno numero que codifica
sistemas de transporte (STAKENBORG, 2005). Devido a sua "simplicidade genética"
(~470 genes em M. genitalium), os micoplasmas constituiram alvo do debate sobre o
conceito do genoma minimo, ou seja, 0 menor conjunto de genes necessarios e
suficientes para o funcionamento celular (KOONIN, 2000; FOOKES et al., 2017).
Provavelmente, por essa mesma razdo, esses microrganismos tenham sido
escolhidos para provar os conceitos do transplante de genomas (LARTIGUE et al.,
2007) e da criacao de vida a partir de um genoma sintético (GIBSON et al., 2010).

Estao disponiveis atualmente na plataforma Nucleotide do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) cerca de 80.000 sequencias de molicutes e mais
de 240 genomas completos na plataforma Genome, também do NCBI
(NUCLEOTIDE, 2019; GENOME, 2019).

Apesar da grande variedade de sequéncias depositadas em bancos de
dados, as sequéncias dos genes codificadores do RNA ribossomal (rRNA),
particularmente o 16S (rrs), continuam sendo uma importante ferramenta para
filogenia e taxonomia desses microrganismos (SUAREZ-PEREZ et al., 2011 e

SCHWARZ et al., 2018). A base da classificacdo dos molicutes se deu com o0s
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trabalhos classicos de William Weisburg, Jack Maniloff e Joseph Tully (WEISBURG
et al., 1989; MANILOFF et al., 1992; TULLY et al., 1993).

1.2 Produtos bioldgicos

O termo biofarmacos foi criado na década de 1980 e se refere a produtos
biolégicos produzidos em processos biotecnoldgicos utilizando tecnologia
recombinante. Esses produtos séo produzidos em células vivas, enquanto as drogas
sintéticas, através de processos quimicos. A maioria das drogas sintéticas sao
pequenas moléculas. Por exemplo, uma molécula de acido acetilsalicilico é
composta por apenas 21 atomos, enquanto os biofarmacos séo tipicamente 100 a
1000 vezes maiores. Sdo cada vez mais empregados em praticamente todos o0s
ramos da medicina e se tornaram uma das modalidades de tratamento clinico mais
eficaz para ampla gama de doencas, incluindo canceres e disturbios metabdlicos
(KESIK-BRODACKA et al.,, 2017). De janeiro de 2014 a junho de 2018, foram
aprovados, nos Estados Unidos e na Europa, 155 biofarmacos, sendo 129 distintos
ingredientes ativos. Desses produtos, 79% foram produzidos em células de
mamiferos e 66,3% especificamente em células de ovario de hamster chinés (CHO).
Durante esse periodo foi caracterizado um aumento continuo no valor de mercado
dos biofarmacos, os relatérios financeiros indicam que as vendas acumuladas
ultrapassaram 651 bilhdes de dolares. Com essas novas aprovacdes, o numero de
produtos biofarmacéuticos individuais que obtiveram licenca nos Estados Unidos e
Europa totaliza 374, sendo 285 ingredientes ativos distintos entre si. Grande
destaque deve ser atribuido aos anticorpos monoclonais, essa categoria de
biomedicamentos compreendeu 27% e 53% de todas as aprovacdes comerciais de
biofarmacos nos Estados Unidos e Europa nos periodos de 2010 a 2014 e 2014 a
2018, respectivamente (WALSH, 2018).

No Brasil, a Resolucdo da Diretoria Colegiada/ ANVISA n° 55, de 16 de
dezembro de 2010, define produto biolégico como "medicamento biolégico ndo novo
ou conhecido, que contém molécula com atividade biolégica conhecida, ja registrado
no Brasil e que tenha passado por todas as etapas de fabricacdo (formulacéo,
envase, liofilizac&o, rotulagem, embalagem, armazenamento, controle de qualidade
e liberacdo do lote de produto biolégico para uso)." Essa Resolucdo trata do registro

de produtos biologicos e estabelece suas categorias: i) vacinas, ii) soros
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hiperimunes, iii) hemoderivados, iv) biomedicamentos, sejam eles obtidos a partir de
fluidos biologicos, tecidos de origem animal ou por procedimentos biotecnolégicos, V)
anticorpos monoclonais e vi) medicamentos contendo microorganismos Vivos,
atenuados ou mortos.

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) é o
Laboratorio Nacional de Controle para a andlise de produtos biolégicos, tendo como
missdo contribuir para a promocdo e recuperacdo da saude e prevencdo de
doencas, atuando como referéncia nacional para as questdes cientificas e
tecnologicas relativas ao controle da qualidade de produtos, ambientes e servi¢cos
vinculados a Vigilancia Sanitaria (VISA). De acordo com a Resolucao da Diretoria
Colegiada/ ANVISA n° 73, de 21 de outubro de 2008, a liberacdo de vacinas e soros
hiperimunes heterélogos para consumo no Brasil e também para exportacdo é
responsabilidade do instituto. Todas as vacinas disponibilizadas pelo Programa
Nacional de Imunizagéao (PNI) — a saber: vacina contra tuberculose, hepatites A e B,
poliomielite, pneumonia, rotavirus, meningite, sarampo, caxumba, rubéola, catapora,
HPV, difteria, tétano, coqueluche e gripe —, passam pelo INCQS para serem
submetidas a analises especificas de controle de qualidade.

Vacinas sao consideradas as mais promissoras ferramentas na prevencéao de
doencas. Sao produtos biolégicos geralmente administrados a individuos saudaveis;
muitas das vezes a criancas no inicio de suas vidas. Nesse sentido, grande énfase
deve ser dada a sua qualidade com vistas a assegurar que sejam eficazes na
prevencdo ou tratamento de doencas, sem causar danos a saude. Portanto, o
controle da qualidade desses produtos requer procedimentos especiais para evitar a
contaminacdo por agentes adventicios provenientes de matérias-primas ou
ambientes, assim como testes para avaliar a poténcia e imunogenicidade.
Dellepiane, Griffiths e Milstien destacaram em 2000 que o controle de qualidade de
vacinas sempre se baseou em trés componentes basicos: i) controle das matérias-
primas, ii) controle do processo produtivo e iii) controle do produto final. Os
continuos avancos técnicos no campo da vacinologia trazem a promessa de
desenvolvimento de novas e potentes armas contra ameacas a saude publica, novas
e antigas: malaria, deficiéncias genéticas, gripe pandémica, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), etc e pressiona os fabricantes, as autoridades

regulatorias e a comunidade cientifica a garantir que esses produtos atinjam os mais
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altos padrdes de qualidade no que diz respeito a eficacia e seguranca (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ao avaliar a introducéao de
uma vacina em um Programa Nacional de Imunizacéo, trés assuntos devem ser
considerados: i) a importancia da doenca como prioridade de salude publica, sua
magnitude e a carga de doencga; ii) seguranca da vacina, eficacia/ efetividade e
viabilidade de implementacao; e iii) a capacidade do programa de imunizacdo e do
sistema de salude em introduzir e manter com sucesso a vacinacdo em uma base
regular (LOZE et al., 2017). A seguranca das vacinas, sua eficacia/ efetividade e
consequentemente sua manutencdo com base regular no sistema de saude fazem
parte, sobremaneira, do escopo de atuacéo da VISA.

A VISA é a parcela do poder do Estado destinada a defesa da salude e tem
por finalidade impedir que a salude humana seja exposta a riscos e, em ultima
instancia, combater as causas dos efeitos nocivos, em razdo de alguma distor¢ao
sanitaria, na producdo e na circulacdo de bens e na prestacdo de servicos de
interesse a saude. Portanto, o escopo de atuacdo da VISA estd inserido no ambito
da prevencao e controle de riscos, protecdo e promoc¢do da saude. Nesse sentido,
atribui-se a VISA a tarefa de controlar riscos sanitarios relacionados a um conjunto
de bens, seus processos e ambientes, sejam produtos ou servi¢os, definidos no
processo social como de interesse da saude. Atua portanto, nas relacdes sociais de
producdo e consumo e tem sua dindmica vinculada ao desenvolvimento cientifico
tecnologico e a um conjunto de processos que perpassam o Estado, o mercado e a
sociedade. As acBes de VISA tém natureza essencialmente preventiva, ndo sé dos
danos, mas dos préprios riscos (COSTA, 2009).

Alinhado as exigencias da OMS e do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria
(SNVS) no que diz respeito a seguranca das vacinas, o INCQS realiza ensaios de
controle de qualidade em aproximadamente 1500 lotes de vacinas virais e
bacterianas por ano. A poténcia e a termoestabilidade de algumas dessas vacinas
virais se da pela utilizacdo de culturas celulares. Células Vero, provenientes de rim
de macaco verde africano, sdo empregadas no controle das vacinas de febre
amarela, dos componentes caxumba e sarampo e na vacina contra rotavirus.
Células MA-104 (também de rim de macaco verde africano) podem ser empregadas
no controle da vacina contra rotavirus. Para o componente rubéola, sdo utilizadas

células RK-13, oriundas de rim de coelho. A linhagem Hep-2C de carcinoma de colo
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de utero humano € preconizada para o controle da vacina oral contra poliomielite.
Linhagens de pulmdo de feto humano, como MRC-5 e WI-38 podem ser
empregadas para o controle da vacina contra varicela e as analises de soros

antirrdbicos sao realizadas em linhagem BHK-21 (rim de hamster).

1.3 Micoplasmas e culturas celulares

Os micoplasmas sao contaminantes comuns de culturas de células
eucaritticas. No inicio da década de 1990, o 6rgdo estadunidense Food and Drug
Administration (FDA) identificou 15% de contaminag¢do por micoplasma apés o
exame de 20.000 culturas de células (ROTTEM; BARILE, 1993). Em 2002, Drexler e
Uphoff relataram que 28% das 440 linhagens -celulares testadas estavam
contaminadas por esses microrganismos. Mais recentemente, um levantamento de
dados transcriptdbmicos depositados no banco Gene Expression Omnibus (GEO) do
NCBI mostrou que 11% dos depdsitos referentes a primatas e roedores continham
RNA identificavel de micoplasmas (OLARERIN-GEORGE; HOGENESCH, 2015).

Micoplasmas foram inicialmente identificados em cultura de células em 1956,
pela contaminagcdo proposital, como parte da pesquisa e entendimento de sua
propria biologia (RAZIN; HAYFLICK, 2010). Durante anos, a sua origem como
contaminantes celulares foi incompreendida. Sabe-se, atualmente, que as principais
fontes sdo o soro animal, a tripsina e aerossois de culturas contaminadas. Ha uma
diferenca significativa na frequéncia do isolamento de micoplasmas em células de
linhagem (continuamente propagadas), culturas priméarias (nunca subcultivadas) e
aguelas subcultivadas apenas algumas vezes. Verifica-se que quanto mais
subculturas, maior € a probabilidade da presenca de micoplasmas. Esse fato &
atribuido a maior exposicéo ao soro, tripsina e aerossoéis (RAZIN; HAYFLICK, 2010;
VOLOKHOV et al., 2011). A expansdo da aplicacdo de culturas de células
eucaridticas em pesquisa e biotecnologia, aliada a constante troca entre o0s
cientistas de linhagens nao autenticadas e positivas para micoplasma, assim como
ao uso crescente antibioticos na rotina — notadamente penicilina e estreptomicina,
que servem apenas para mascarar, sem remover estes microrganismos -
presumivelmente, levaram ao aumento da contaminagao das culturas celulares por
micoplasmas (DREXLER; UPHOFF, 2002).
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Dentre os efeitos da contaminag¢do por micoplasmas em culturas de células,
destaca-se a alteracdo de muitas fungdes celulares, tais como: metabolismo celular,
transducédo de sinal, crescimento e apoptose, sintese de DNA e RNA. Além disso, 0
crescimento de virus e a expressao proteica podem ser favorecidos ou
desfavorecidos, 0 que os torna contaminantes indesejaveis, tanto em ambientes
industriais quanto de pesquisa cientifica (DREXLER; UPHOFF, 2002). Micoplasmas
animais sdo majoritariamente parasitas superficiais e néo intracelulares, ao contrario
dos molicutes de insetos. No entanto, a localizacéo intracelular foi demonstrada para
M. fermentans e M. penetrans. E notério que a localizag&o intracelular pode protegé-
los dos efeitos do sistema imune do hospedeiro, assim como dos antibiéticos e
aumentar a dificuldade de sua erradicacdo de culturas de células infectadas,
promovendo o estabelecimento de estados de infeccéo latentes ou crénicos (RAZIN;
HAYFLICK, 2010).

1.4 Controle de qualidade de produtos

Classicamente, a viabilidade dos microrganismos € definida pela sua
capacidade de formar colénias em meios de cultura solidos ou de proliferarem em
meios de cultura liquidos. A maioria dos testes efetuados até hoje nos laboratérios
de controle microbioléogico de produtos continua baseada nos métodos
desenvolvidos por microbiologistas pioneiros como Louis Pasteur, Robert Koch e
Joseph Lister, ou seja, fundamentam-se na diluicdo seriada e na recuperacdo de
microrganismos usando meio de cultura estéril, sélido ou liquido (PINTO; KANEKO;
PINTO, 2010). Isso ocorre principalmente porque tais métodos, além de simples e
pouco dispendiosos, podem ser muito eficientes e tem longa histéria de aplicacéao.
As dificuldades em avaliar, validar e obter aprovacdo para implementar novas
tecnologias em testes microbiolégicos foram as principais barreiras para a adogéo de
métodos com potencial para substituir técnicas classicas em microbiologia.
O ponto de partida da adocdo de métodos microbiolégicos alternativos pelas
industrias foi a forca tarefa patrocinada pelo Parenteral Drug Association (PDA),
numa representacdo conjunta de fabricantes de equipamentos, produtos
farmacéuticos e correlatos, observadores de agéncias regulatérias e um comité de
especialistas em microbiologia analitica da Farmacopeia Americana (USP), cujo

resultado foi o PDA Technical Report n° 33: Evaluation, Validation and
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Implementation of New Microbiological Testing Methods (PARENTERAL DRUG
ASSOCIATION, 2000). Esse relatorio, certamente, influenciou a redacdo dos
capitulos:  Alternative  Methods for Control of Microbiological Quality
(ALTERNATIVE..., 2014) e Validation of Alternative Microbiological Methods
(VALIDATION..., 2016) na Farmacopeia Europeia (Ph Eur) e USP, respectivamente.
Como resultado dessas publicacdes, os métodos microbiolégicos rapidos passaram
a ser considerados pela industria farmacéutica internacional e vém sendo
continuamente implementados (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

O primeiro passo para a regulagéo da deteccao de micoplasmas em produtos
biolégicos e culturas celulares foi dado pelo FDA no ano de 1993 (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 1993). A OMS, até os dias atuais, apresenta
requerimentos muito semelhantes a essa primeira referéncia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1998). No que diz respeito aos métodos moleculares, a
Farmacopeia Japonesa inovou em 2001, ao descrever pela primeira vez numa
monografia compendial um método de analise baseado em amplificacdo de acidos
nucleicos (nested-PCR), tendo como alvo o rrs (MYCOPLASMA..., 2001). No ano de
2008, a Ph Eur publicou uma monografia sobre o controle de micoplasmas e a
validacdo de métodos alternativos baseados na amplificacdo de acidos nucleicos
para deteccao desse microrganismo em produtos biolégicos (MYCOPLASMAS...,
2014). No entanto, os autores ndo descrevem o método de analise e se atém aos
parametros pelos quais a metodologia alternativa deve ser validada. Em 2010, a
USP descreveu, pela primeira vez, uma monografia especifica sobre o controle de
micoplasmas, porém com moldes muito semelhantes a monografia europeia, ou
seja, sem descrever uma metodologia de analise (MYCOPLASMA..., 2016).

Com base nesses regulamentos, dois sdo os métodos recomendados para a
deteccdo de micoplasmas em produtos bioldgicos: i) o cultivo, para concentrado
viral, produto acabado a granel ou produto final e ii) a cultura de células indicadora,
recomendada apenas para 0s bancos de células mestre, de trabalho, lote semente
de virus ou para culturas celulares utilizadas como controles. Em linhas gerais, o
primeiro método, que se baseia na viabilidade do microrganismo, leva de 28 a 35
dias entre as subculturas preconizadas, necessita de até 7 controles positivos
(Acholeplasma laidlawii, Mycoplasma gallisepticum, M. hyorhinis, M. orale, M.
pneumoniae ou M. fermentans, M. synoviae e Spiroplasma citri ou S. melliferum),

dependendo do tipo de produto e do fim ao qual se destina. Para esse ensaio, existe
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a necessidade de meios de cultura especificos, com propriedades nutricionais
suficientes para o crescimento de todos os controles e a demonstracdo da auséncia
de propriedades inibitérias do produto testado sobre o crescimento dos
micoplasmas. Ja a cultura de células indicadora necessita de apenas duas espécies
(M. hyorhinis e M. orale), num tempo aproximado de 6 a 10 dias e se baseia na
visualizagdo da fluorescéncia do DNA corado pela comparagdo do produto aos
controles (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1993; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1998; MYCOPLASMA..., 2001; MYCOPLASMAS..., 2014
MYCOPLASMA..., 2016).

A Farmacopeia Brasileira, atualmente em sua quinta edicdo (2010), n&o trata
especificamente do controle de micoplasmas em produtos bioldgicos. A Unica
recomendacao sobre a pesquisa desses patdgenos é feita para vacinas produzidas
em linhagens primérias provenientes de embrido de aves, de forma que as granjas
fornecedoras dos ovos devem demonstrar condicbes adequadas de producdo em
ambientes isentos de patdgenos especificos. Nesse sentido, as aves devem ser
monitoradas quanto a infeccfes causadas por retrovirus, virus de Newcastle, virus
parainfluenza, virus da variola, virus da encefalomielite, virus da laringotraqueite,
virus da reticuloendoteliose, virus de Marek, adenovirus, virus influenza,
micobactérias, Haemophilus paragallinarum, Salmonella gallinarum, Salmonella
pullorum, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae dentre outros agentes
patogénicos de aves (VACINAS..., 2010).

Devido aos requerimentos nutricionais, o cultivo desses microrganismos tende
a ser demorado e laborioso. Métodos de deteccdo de micoplasmas em culturas de
células ndo baseados em cultura incluem marcadores de células, técnicas
bioquimicas e imunolégicas, coloracdo de DNA, microscopia eletrbénica, hibridizacéo,
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificacdo do género ou espécie
especifica (end-point, nested, multiplex e quantitativo), PCR associado ao ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) e até microarranjos. Embora cada um desses
métodos possua suas vantagens, 0s procedimentos imunolégicos sao
frequentemente limitados pela reatividade cruzada entre as espécies (DREXLER;
UPHOFF, 2002; VOLOKHOV et al., 2011).

Muitos métodos baseados em PCR tém sido propostos, ao longo dos anos,
para a deteccado de micoplasmas em culturas celulares. Boa parte deles tem como

alvo a regido conservada do rrs ou regides intergénicas do rRNA 16S-23S
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(TEYSSOU et al., 1993; WIRTH et al., 1994; VAN KUPPEVELD et al., 1994; KONG
et al., 2001; UPHOFF; DREXLER, 2002; ELDERING et al., 2004; SUNG et al., 2006;
DEUTSCHMANN; KAVERMANN; KNACK, 2010; YOUNG et al., 2010; NIKFARJAM;
FARZANEH, 2012; KAZEMIHA et al., 2014; SALLING; BANG-CHRISTENSEN, 2016;
JEAN et al. 2017). A estratégia da escolha dessas regides reside na possibilidade da
selecdo de iniciadores com capacidade de detectar diferentes espécies de
micoplasmas simultaneamente, excluindo amplificacdes inespecificas com outros
microrganismos nao relacionados molicutes e, principalmente, aos préprios
substratos celulares.

Antes de sua implementagéo, os métodos alternativos devem passar por uma
ampla avaliacdo a fim de demonstrar, entre outras capacidades, a de fornecer um
limite de deteccdo comparavel ou ainda melhor do que os métodos convencionais.
Uma das maiores dificuldades da comparacdo entre métodos baseados na
amplificacdo de acidos nucleicos e na cultura de microrganismos € inerente a propria
natureza dos analitos. Enquanto o método molecular detecta copias de genoma
(CG), o método classico identifica unidades formadoras de colénia (UFC). Assim, é
razoavel inferir que culturas bacterianas contendo uma alta taxa CG/UFC, ou seja,
apresentando uma baixa viabilidade, resultem numa falsa vantagem para o0s
métodos moleculares (DREIER; STORMER; KLEESIEK, 2007; VOLOKHOV et al.,
2011). Dessa forma, fica evidente que a utilizacdo de estoques de referéncia
guantificados e com baixas taxas CG/UFC seja necessaria para uma adequada
avaliacdo do limite de deteccdo, assim como de outros parametros analiticos
(DABRAZHYNETSKAYA et al., 2011; DABRAZHYNETSKAYA et al., 2013a).

1.5 Material de referéncia

A ISO/GUIA 30 de 2015 define material de referéncia (MR) como “material,
suficientemente homogéneo e estavel com respeito a uma ou mais propriedade
especificadas, que foi estabelecido como sendo adequado para 0O Seu usoO
pretendido em um processo de medi¢cao” (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2015). Esses materiais sdo geralmente utilizados como
controles nos ensaios, para a construcéo das curvas de calibragéo e quantificagéo e
na validacdo ou verificacdo dos métodos. Homogeneidade e estabilidade s&o duas

caracteristicas cruciais de qualquer MR. Nesse sentido, durante a preparacao, todos
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os esfor¢cos devem ser empregados para criar materiais tdo homogéneos e estaveis
quanto possivel para um ou mais valores padrdo. Uma das maiores dificuldades na
producdo de MR destinados a ensaios microbioldgicos reside na prépria natureza
dos microrganismos, uma vez que as células séo fortemente afetadas por variacdes
de temperatura durante o processo de preservacédo que pode reduzir em muito sua
viabilidade. O controle da homogeneidade visa garantir que os diferentes frascos do
MR ndo apresentem diferencas significativas nos parametros a serem medidos.
Além dos testes de homogeneidade, dois tipos de teste de estabilidade devem
conduzidos: i) em longo prazo, que verifica a estabilidade do material em sua
temperatura de armazenamento e ii) em curto prazo, que simula as condi¢cdes de
transporte e possiveis falhas na refrigeracdo durante a distribuicAo do material
(LINSINGER et al., 2001; ROSAS et al., 2010).

O primeiro passo na producao de MR de micoplasmas foi dado pelo European
Directorate for the Quality of Medicines (EDQM): cepas de referéncia de M.
hyorhinis, M. synoviae, M. fermentans, M. orale e A. laidlawii foram preparadas e
avaliadas por cultivo num estudo colaborativo com seis laboratérios participantes.
Esses padrdes foram avaliados também, de forma preliminar, em ensaios
moleculares (MILNE; DAAS, 2006). Materiais de referéncia importados com a
quantificacdo CG determinada estdo disponiveis para a avaliacdo da
comparabilidade de métodos para a deteccdo de  micoplasmas
(DABRAZHYNETSKAYA et al., 2013b). No entanto, os custos s&o bastante
elevados. O painel do ATCC com uma Unica ampola de cada um dos 10
micoplasmas sugeridos como contaminantes celulares (A. laidlawii, M. arginini, M.
fermentans, M. hominis M. hyorhinis, M. gallisepticum, M. orale, M. pneumoniae, M.
salivarium e M. synoviae) quantificada para UFC e CG, custa aproximadamente
2.600 ddlares para organizacdes sem fins lucrativos e mais de 3.000 doélares para
organizacdes com fins lucrativos, sem contar os custos e a morosidade da
importacao (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2018).

Além disso, a alta variabilidade interlaboratorial e interensaios dos MR
disponiveis para avaliagdo da contaminacdo por micoplasmas, tanto na medicao de
células vivas por cultura quanto na deteccdo de &acidos nucléicos por ensaios
moleculares, levou a OMS a conduzir a producdo e avaliagdo do primeiro padrao

internacional para harmonizar ensaios para deteccdo de DNA de micoplasma



31

(NUBLING et al.,, 2015). Nesse sentido, muitos avancos ainda sdo necessarios
nessa area de conhecimento.

Ensaios de citometria de fluxo baseados na discriminacdo entre células vivas
e mortas sdo comumente aplicados em células procaridticas e eucaridticas.
Caracteristicas celulares como a integridade e a diferenca de potencial da
membrana celular, assim como diferentes vias metabdlicas sdo as principais
estratégias para avaliar a viabilidade em bactérias (EMERSON et al.,, 2017). Na
indUstria, métodos baseados em citometria de fluxo tém sido propostos para a
determinacdo de viabilidade e contagem de bactérias patogénicas em alimentos,
bem como para fermentos lacticos e bactérias probitticas. A acuracia dessa
metodologia tem sido sugerida como uma alternativa a cultura na producdo de MR
microbiolégico, inclusive com maior grau de reprodutibilidade (MATSUOKA et al.,
2014; RAYMOND; CHAMPAGNE, 2014). Portanto, a avaliagdo da viabilidade de
micoplasmas contaminantes de culturas celulares por citometria de fluxo pode ser
uma ferramenta interessante na producdo de MR microbioldgico dessas bactérias,
favorecendo assim o controle de qualidade de produtos biolégicos e a comparacao

de métodos de deteccao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar metodologias tradicionais e alternativas para deteccéo, identificacéo e
afericdo da viabilidade de micoplasmas contaminantes em culturas celulares

utilizadas na producéo e controle de qualidade de produtos biologicos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Estabelecimento de uma micoplasmoteca na Colecdo de Bactérias de

Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CBRVS)

— Desenvolver e implementar protocolos para o cultivo e estocagem das
cepas de micoplasmas de referéncia recomendadas pelas farmacopeias americana
e europeia para o controle de produtos biologicos e dos painéis internacionais para
avaliagdo de métodos alternativos;

— Avaliar meios de cultura alternativos com vistas a simplificar e diminuir o
namero de meios necessarios ao método de andlise tradicional;

— Confirmar a identidade das cepas de referéncia incorporadas na CBRVS por

sequenciamento nucleaotidico.

2.2.2 Aplicacgdo de PCR de deteccao em linhagens celulares

— Avaliar o ensaio de deteccdo de micoplasmas por PCR desenvolvido e
validado em Bio-Manguinhos/ Fiocruz para os produtos intermediarios da vacina de
febre amarela, frente aos microrganismos e culturas celulares do estudo;

— Avaliar a presenga e auséncia de micoplasmas em linhagens celulares
cedidas por diferentes instituicbes e identificar a espécie contaminante por

sequenciamento nucleotidico.

2.2.3 Desenvolvimento de ensaio de citometria de viabilidade
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— Aplicar metodologias de marcacao fluorescente para avaliagdo da
viabilidade de uma espécie da Classe Mollicutes utilizando diferentes marcadores;
— Padronizar a metodologia desenvolvida e avaliar sua adequagao a outras

espécies da Classe Mollicutes incorporadas na CBRVS utilizando analise estatistica.
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3 METODOLOGIA

3.1 Estabelecimento da micoplasmoteca de referéncia do INCQS

Cultivo e depésito de microrganismos da Classe Mollicutes de referéncia,
relativos ao controle de qualidade de produtos, ao acervo da CBRVS.

3.1.1 Aquisicao dos microrganismos da Classe Mollicutes

Os microrganismos da Classe Mollicutes utilizados no presente trabalho foram
adquiridos do American Type Culture Collection (ATCC) ou cedidas por
pesquisadores e provedores de tecnologia, a saber:

A laidlawii (ATCC 23206), M. arginini (ATCC 23838), M. fermentans (ATCC
19989), M. gallisepticum (ATCC 19610), M. hominis (ATCC 23114), M. hominis
(ATCC 27545), M. hyorhinis (ATCC 17981), M. pneumoniae (ATCC 15531), M.
salivarium (ATCC 23064), M. synoviae (ATCC 25204), S. citri (ATCC 27556) e S.
melliferum (ATCC 33219) foram adquiridas diretamente do ATCC. M. arthritidis
(ATCC 19611) e M. pulmonis (ATCC 19612) foram cedidas pelo professor Elmiro
Rosendo do Nascimento da Universidade Federal Fluminense e M. pneumoniae
(ATCC 15492), cedida pelo professor Jorge Timenetsky da Universidade de Séo
Paulo. A. laidlawii (ATCC 14089), M. gallisepticum (ATCC 15302), M. orale (ATCC
23714) foram cedidas pelo Laboratério de Controle Microbiol6gico de Bio-
Manguinhos/ Fiocruz.

As cepas de referéncia pertencentes a Classe Mollicutes foram cultivadas a
partir de ampolas contendo pastilhas liofilizadas, a hidratacdo e inoculacdo foram
realizadas conforme descricdo do fornecedor nos meios indicados (Tabela 1); ja as
cepas cedidas foram recebidas em criotubos contendo glicerol. As passagens foram
realizadas sempre em meios liquidos e solidos e as leituras realizadas no terceiro,
no quinto e no sétimo dia de incubacéo para avaliagdo da mudanca da cor do meio
ou mesmo sua turvacdo nos meios liquidos ou a formacdo de colonias
caracteristicas em formato de "ovos-fritos" nos meios soélidos. Nos meios liquidos
foram realizados in6culos de 1mL de cultura em 9 mL de meio. J& nos meios sélidos
foram inoculados 200 pL em placas com 9 mL e o espalhamento realizado com

auxilio de algas de Drigalsky.
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Tabela 1 - Microrganismos de referéncia da Classe Mollicutes, meios de cultura e

condic¢des cultivo.

Espécie Identificacdo  Meio recomendado Condicdes de cultivo Fermenta glicose
A. laidlawii ATCC 14089  ATCC 243 37 °C - 5% CO2 Sim
A laidlawii ATCC 23206  ATCC 243 37 °C - 5% CO2 Sim
M. arthritidis ATCC 19611 ATCC 243 37 °C - 5% CO2 N&o
M. fermentans ATCC 19989  ATCC 243 37 °C - anaerobiose N&o
M. gallisepticum ATCC 15302 ATCC 243 37 °C - 5% CO2 Sim
M. gallisepticum ATCC 19610 ATCC 243 37 °C - 5% CO:2 Sim
M. hominis ATCC 23114 ATCC 243 37 °C - 5% CO2 N&o
M. hominis ATCC 27545  ATCC 243 37 °C - 5% CO2 Néo
M. hyorhinis ATCC 17981 ATCC 243 37 °C - 5% CO2 Sim
M. orale ATCC 23714 ATCC 243 37 °C - anaerobiose N&o
M salivarium ATCC 23064 ATCC 243 37 °C - anaerobiose Né&o
M. arginini ATCC 23838 ATCC 484 37 °C-5% CO2 N&o
M. pneumoniae ATCC 15492 ATCC 988 37 °C - 5% CO2 Sim
M. pulmonis ATCC 19612 ATCC 988 ou 243 37 °C - 5% CO2 Sim
M. pneumoniae ATCC 15531 ATCC 2611 37 °C - 5% CO2 Sim
M. synoviae ATCC 25204 ATCC 2764 37 °C - 5% CO2 Sim
S. citri ATCC 27556 ATCC 668 30 °C - anaerobiose Sim
S. melliferum ATCC 33219 ATCC 798 32 °C - anaerobiose Sim

Fonte: (Do autor, 2019).

As formulacdes dos meios de cultura recomendados pelo ATCC para cada

uma das cepas de referéncia da Classe Mollicutes, assim como 0s meios

recomendados pelas farmacopeias americana e europeia para controle destes

microrganismos em produtos biol6gicos encontram-se descritas no Anexo 1.

3.1.2 Cultivo dos microrganismos da classe Classe Mollicutes em meio alternativo

Os microrganismos adicionados a CBRVS foram adaptados para cultivo em

meio de Frey modificado (NASCIMENTO, 2000), que é um ajuste no meio de Frey

original (FREY et al.,, 1968), sendo composto por 22,5 g/L base caldo para

micoplasma, 12 g/L glicose, 0.025 g/L vermelho de fenol e 25% (v/v) de suplemento.
O suplemento consiste de 62,5 g/L extrato de levedura, 0,625 g/L NAD, 0,625 g/L
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cisteina hidroclorada, 30% (v/v) de soro equino e 30% (v/v) de soro suino. Para os
meios solidos, adiciona-se 12 g/L de agarose. Os soros foram inativados a 56 °C por
30 min, o NAD e a cisteina foram misturados e mantidos a temperatura ambiente por
15 min antes de sua adicdo ao suplemento; o pH final foi ajustado para 7,8.

O meio de Frey modificado foi utilizado como meio alternativo no cultivo, em
detrimento aos meios recomenLpdados pelos ATCC, com o intuito de possibilitar o
crescimento de todas as espécies de microrganismos da Classe Mollicutes
incorporados na CBRVS. AplOs crescimento e estocagem em glicerol nos meios
recomendados a cada uma das espécies, os micoplasmas de referéncia foram
inoculados diretamente no meio alternativo (Frey modificado). As passagens foram

realizadas em meios solidos e liquidos conforme descrito no tépico 3.1.1.

3.1.3 Liofilizagao para conservagao dos microrganismos

Depois de cultivadas no meio de Frey modificado e observadas coldnias
caracteristicas, foram realizados in6culos em 30 mL de meio liquido e incubacéo até
a mudanca de coloracdo para as espécies fermentadoras de glicose e por 96 a 120
h para as espécies ndo-fermentadoras. As culturas foram centrifugadas por 45 min a
3.800xg e o precipitado foi ressuspendido em 15 mL solucao de skim milk 15% (p/v).

Aliquotas de 500 pL da solucdo homogeneizada em skim milk foram
dispensadas em ampolas de vidro e tampadas com algodao cardado estéril dentro
da cabine de seguranca biol6gica. A seguir, foram congeladas rapidamente em
solucéo de etanol 92,7% e gelo seco e transferidas para ultra freezer a -80 °C por 48
h. Foi realizado o processo de liofilizacdo no equipamento K 105 (Liotop) durante 24
h sob as condi¢des de -40 °C e vacuo abaixo de 100 ymHg. As ampolas foram
fechadas com um macarico e a verificacdo de vacuo foi realizada pela utilizacdo do
aparelho emissor de centelha elétrica 2-12-8 (Tesla Coil). As ampolas foram

armazenadas a -20 °C.

3.1.4 Controle de qualidade dos lotes de microrganismos da Classe Mollicutes
incorporados na CBRVS

Como forma de controle de qualidade dos lotes produzidos, foram realizados

ensaios de viabilidade, pureza e identidade.
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3.1.4.1 Viabilidade e pureza dos lotes de microrganismos da Classe Mollicutes

produzidos

A viabilidade e a pureza foram determinadas pelo crescimento caracteristico
em meio de Frey modificado (liquidos e sdélidos) e auséncia de contaminagdo em
placas contendo agar sangue de carneiro (Base para agar sangue, MERCK).

Dois liofilos de cada lote foram ressuspendidos individualmente com 1 mL de
meio de Frey modificado liquido. Quinhentos microlitros foram diluidos seriadamente
10 e 100 vezes em meio de Frey modificado liquido. Aliquotas de 200 pL das
diluicdes foram inoculadas em meio de Frey modificado sélido conforme item 3.1.1.
O restante do volume ressuspendido de cada ampola foi inoculado individualmente
em placas contendo agar sangue de carneiro pela técnica de esgotamento e

incubadas por 37 °C por 96 h.

3.1.4.2 Observacdo morfolégica das culturas de microrganismos da Classe

Mollicutes

Foi realizado o registro fotografico dos cultivos em meio sélido com aumento
de 100X, utilizando o sistema Scope Al e software Axio Vision, versao 4.9.1.0 (Carl

Zeiss Microscopy).

3.1.4.3 Identidade dos lotes de microrganismos da Classe Mollicutes produzidos

Para confirmacdo da identidade, culturas liquidas provenientes das diluices
de um dos li6filos submetidos ao teste de viabilidade foram submetidas a extracéo
de DNA gendmico utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) de acordo
com as instrugdes do fabricante.

O DNA gendmico extraido foi utilizado como molde em rea¢des de PCR para
amplificagdo parcial do rrs, utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos na
Tabela 2. Os produtos de PCR foram amplificados utilizando a enzima Platinum®
Taqg DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) em condi¢cdes padrao: as reacdes de

50 pL foram aquecidas a 94 °C por 1 min e submetidas a 30 ciclos de: i)
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desnaturacao a 94 °C por 15 s; ii) anelamento a 55 °C por 30 s e iii) extensdo a 68
°C por 90 s. Ao final da ciclagem foi realizada uma extenséo final a 68 °C por 5 min.

Os produtos de PCR foram vizualizados pela eletroforese de aliquotas de 10
uL da reacdo em géis de agarose 1,2% (p/v) em tampao Tampao Tris-borato EDTA
(TBE) 1X contendo 2,5 pg/ mL de brometo de etideo e fotografados sob luz ultra
violeta. Depois de visualizados, os produtos de PCR foram ent&o purificados usando
o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) e a sua quantificacdo foi realizada por
fluorimetria utilizando o equipamento Qubit (Thermo). Foram entdo submetidos ao
sequenciamento nucleotidico pelo método de terminacao de cadeia de Sanger.

As reagOes de sequenciamento foram realizadas utilizando o Kit Big Dye
Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instrucbes do
fabricante. Foram utilizados 20 ng de produto de PCR purificado em cada reacdo. A
eletroforese capilar foi realizada pela Plataforma de Sequenciamento Programa de
Desenvolvimento Tecnholdgico em Insumos para Saude (PDTIS) do Instituto Oswaldo
Cruz (IOC/Fiocruz) em sequenciador automatizado de DNA Applied Biosystems ABI
Prism 3730. Ao todo, foram realizadas seis reacdes de sequenciamento por produto
de PCR utilizando os oligonucleotideos descritos na Tabela 2, ou seja, duas com
oligonucleotideos utilizados na amplificacdo e quatro com oligonucleotideos internos
aos produtos apenas para o0 sequenciamento.

Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo e sequenciamento parcial

do rrs dos microrganismos da Classe Mollicutes.

Posicdo no rrs de

Nome do o _ ) M. gallisepticum o
, i Sequéncia 5'- 3' Orientacéo (Genbank Referéncia
ollgonucleotldeo CP006916.3:
313401-314935)

593 GTTTGATCCTGGCTCAGGAYDAACG Senso 12-36

388 CCARACTCCTACGGRAGGCAGC Senso 330-351 PETTERSSON:
388' GCTGCCTYCCGTAGGAGTYTGG Anti-senso 330-351 UHLEN:
390B CTTGTGCGGGYYCCCGTCAATTC Anti-senso 913-935 JOHANSSON,
390B' GAATTGACGGGRRCCCGCACAAG Senso 913-935 1996
620B GAAAGGAGGTRWTCCACYCSCAC Anti-senso 1500-1522

Fonte: (Do autor, 2019).
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A estratégia de sequenciamento do fragmento do rrs dos microrganismos da
Classe Mollicutes, amplificado com os oligonucleotideos 593 e 620B, pode ser

observada na Figura 1.

Figura 1 - Representacdo esquematica da estratégia de sequenciamento do

fragmento do rrs de microrganismos da Classe Mollicutes.
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Legenda: A linha cheia caracteriza a sequéncia consenso; as setas pequenas marcam O0S
oligonucleotideos iniciadores, senso em azul e anti-senso em amarelo. Os cromatogramas gerados
por cada reacdo de sequenciamento estdo simbolizados pelas setas cheias (senso) e tracejadas
(anti-senso). Em vermelho a cobertura em apenas uma cadeia da dupla fita e em verde das duas.
Fonte: (Do autor, 2019).

Para a montagem das sequencias consenso, 0s cromatogramas foram
analisados no software Segman Il (versdo 7.0.0) da Lasergene. Cada sequéncia
obtida foi comparada na plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),

frente ao banco de sequencias do NCBI.

3.2 Aplicacao do PCR para deteccdo de micoplasmas em linhagens celulares
Com o objetivo de observar a presenca de contaminacdo por micoplasmas

em linhagens celulares na cidade do Rio de Janeiro, a deteccdo de micoplasma por

PCR foi empregada em culturas celulares cedidas por diferentes institutos de

pesquisa e ensino.

3.2.1 Microrganismos pertencentes a Classe Mollicutes

Para avaliar a sensibilidade de diferentes espécies da Classe Mollicutes aos

meétodos propostos foram utilizados DNA dos 18 microrganismos de referéncia
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descritos no item 3.1.1. Os DNA dos microrganismos da Classe Mollicutes foram
quantificados conforme descrito no item 3.1.4.3 e equalizados para 0,6 ng/ pL pela

diluicdo em agua livre de nucleases.

3.2.2 Microrganismos nédo pertencentes a Classe Mollicutes

Conforme recomendacao da PhEur (MYCOPLASMAS..., 2014), para avaliar a
especificidade, foram selecionadas cepas-tipo de duas espécies representativas dos
géneros Clostridium, Lactobacillus e Streptococcus: C. difficle CBRVS 00214 (ATCC
9689), C. perfringens CBRVS 00130 (ATCC 13124), L. acidophilus CBRVS 00076
(ATCC 4356), L. rhamnosus CBRVS 00006 (ATCC 7469), S. agalactie CBRVS
00128 (ATCC 13813) e S. pneumoniae CBRVS 00360 (ATCC 33400).
Adicionalmente foram selecionadas as bactérias recomendadas pela Farmacopeia
Brasileira para o teste de esterilidade (ENSAIOS..., 2010): Bacillus subtilis CBRVS
00001 (ATCC 6633), Bacteroides vulgatus CBRVS 00059 (ATCC 8492), Clostridium
sporogenes CBRVS 00352 (ATCC 19404), Escherichia coli CBRVS 00033 (ATCC
25922) Kocuria rhizophila CBRVS 00010 (ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa
CBRVS 00230 (ATCC 9027) e Staphylococcus aureus CBRVS 00039 (ATCC 6538).

Os microrganismos ndo pertencentes a Classe Mollicutes foram cultivados a
partir de ampolas contendo pastilhas liofilizadas cedidas pela CBRVS, as etapas de
hidratacdo e inoculacdo foram realizadas conforme descricdo do fornecedor nos
meios de cultura recomendados (Tabela 3). A extracdo do DNA gendmico, a partir
dos meios liquidos, e a sua quantificacdo foram realizadas conforme descrito no item
3.1.4.3. Os DNA das bactérias foram equalizados para 0,6 ng/ pL pela diluicdo em

agua livre de nucleases.
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Tabela 3 - Bactérias ndo pertencentes a Classe Mollicutes, meios de cultura e

condig¢des cultivo.

Espécie

Identificacdo

Meio utilizado

Condicdes de cultivo

L. acidophilus
L. rhamnosus
B. vulgatus

C. difficile

C. perfringens
C. sporogenes
S. agalactie

S. pneumoniae
B.subtilis

E. coli

K. rhizophila
P. aeruginosa

S. aureus

CBRVS 00076
CBRVS 00006
CBRVS 00059
CBRVS 00214
CBRVS 00130
CBRVS 00352
CBRVS 00128
CBRVS 00360
CBRVS 00001
CBRVS 00033
CBRVS 00010
CBRVS 00230
CBRVS 00039

Man, Rogosa e Sharpe

Man, Rogosa e Sharpe
Clostridial reforcado
Clostridial refor¢cado
Clostridial reforcado
Clostridial reforcado

Infusdo de cérebro e coragao
Infus@o de cérebro e coracao
Triptico de soja

Triptico de soja

Triptico de soja

Triptico de soja

Triptico de soja

37 °C - 5% CO2

37 °C - 5% CO2

37 °C - anaerobiose
37 °C - anaerobiose
37 °C - anaerobiose
37 °C- anaerobiose
37 °C

37 °C - 5% CO2
30°C

37 °C

30°C

37 °C

37°C

Fonte: (Do autor, 2019).

3.2.3 Culturas celulares eucaridticas

As 55 linhagens celulares avaliadas neste estudo foram gentilmente cedidas

por quatro (04) diferentes instituicbes de ensino e pesquisa da cidade do Rio de

Janeiro, que serdo aqui identificadas pelas letras A, B, C e D, de modo a manter seu

anonimato (Tabela 4). As células foram cedidas em criotubos contendo o respectivo

meio de cultivo, suplementado ou ndo com crioprotetor. A extracdo de DNA

gendmico foi realizada de forma semelhante ao item 3.1.4.3.
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Tabela 4 - Células eucaridticas avaliadas quanto a presenca/ auséncia de
micoplasmas, numero de identificacdo da amostra, tipo de linhagem, fonte biol6gica

e Instituicdo provedora (continua).

Numero
da Linhagem Fonte Instituicio
Amostra celular biolégica
1 RK13 Coelho A
2 Hep-2C Humano A
3 BHK-21 Hamster A
4 RK13 Coelho A
5 Vero Macaco A
6 MRC-5 Humano A
7 MA-104 Macaco A
8 SIRC Coelho A
9 L929 Camundongo A
10 CHO-K1 Hamster A
11 RK13 Coelho A
12 Vero Macaco A
13 Vero Macaco A
14 THP-1 Humano A
15 L-929 Camundongo A
16 L-929 Camundongo A
17 L-929 Camundongo A
18 RK13 Coelho A
19 RK13 Coelho A
20 RK13 Coelho A
21 HepG2 Humano B
22 THP-1 Humano B
23 Hep-2C Humano B
24 Huh7 Humano B
25 THP-1 Humano B
26 Huh7 Humano B
27 C6/36 Inseto B
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Tabela 4 - Células eucaridticas avaliadas quanto a presenca/ auséncia de

micoplasmas, niumero de identificacdo da amostra, tipo de linhagem, fonte biol6gica

e Instituicdo provedora (conclusao)

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

55

THP-1
Hep-2C
THP-1
RK13
THP-1
K-562
K-562
CHO-K1
Vero
Vero
Hek 293
CHO-K1
Hela
BJA-B
K562
RA1
Raji
1F5
HEK 293
CHO-K1
CHO/dhFr
Sf9
High Five
293 Expi
CHO-K1
BHK-21
MRC-5

CHO-K1

Humano
Humano
Humano
Coelho
Humano
Humano
Humano
Hamster
Macaco
Macaco
Humano
Hamster
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Camundongo
Humano
Hamster
Hamster
Inseto
Inseto
Humano
Hamster
Hamster
Humano

Hamster

o 0o U U U U U U U U U U U T o O o o o o o o 0o w » o W W

Fonte: (Do autor, 2019).
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3.2.4 PCR para deteccéo de micoplasmas

O ensaio de PCR para deteccdo de micoplasmas, descrito por LAWSON-
FERREIRA e colaboradores (2016) foi testado quanto a capacidade de amplificar os
microrganismos e células do estudo. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados
estdo descritos na Tabela 5.

Ao todo, foram avaliados os DNA dos 18 diferentes microrganismos da Classe
Mollicutes de referéncia descritos no item 3.1.1, as 13 bactérias ndo pertencentes a
Classe Mollicutes descritas no item 3.2.2 e as 55 linhagens celulares eucariéticas
descritas no item 3.2.3. Resumidamente as reacdes de PCR de 25 pL, utilizando o
PCR Master Mix (Promega) e 0,6 uM de cada um dos nove oligonucleotideos
iniciadores foram aquecidas a 95 °C por 2 min e submetidas a 30 ciclos de: i)
desnaturacao a 95 °C por 30 s; ii) anelamento a 55 °C por 30 s e iii) extensdo a 72
°C por 90 s. Ao final da ciclagem foi realizada uma extenséo final a 72 °C por 5 min.
Os produtos de PCR foram vizualizados pela eletroforese em géis de agarose

conforme descrito no item 3.1.4.3.

Tabela 5 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para o ensaio de deteccdo de
micoplasmas por PCR.

Posicdo no rrs de
M. gallisepticum
Nome do i . ;
Sequéncia 5'- 3' Orientacao (Genbank Referéncia
CP006916.3:

313401-314935)

oligonucleotideo

DSMZ-1 CGCCTGAGTAGTACGTTCGC Senso 874-894

DSMZ-2 CGCCTGAGTAGTACGTACGC Senso 874-894

DSMZ-3 TGCCTGAGTAGTACATTCGC Senso 874-894

DSMZ-4 TGCCTGGGTAGTACATTCGC Senso 874-894

DSMZ-5 CGCCTGGGTAGTACATTCGC Senso 874-894 W RIngt a
DSMZ-6 CGCCTGAGTAGTATGCTCGC Senso 874-894

DSMZ-7 GCGGTGTGTACAAGACCCGA  Anti-senso 1361-1381

DSMZ-8 GCGGTGTGTACAAAACCCGA Anti-senso 1361-1381

DSMZ-9 GCGGTGTGTACAAACCCCGA Anti-senso 1361-1381

Fonte: (Do autor, 2019).
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3.2.5 Identificacdo da espécie contaminante por sequenciamento nucleotidico

O ensaio de PCR e sequenciamento de fragmento do rrs descrito no item
3.1.4.3 foi aplicado para todas as 55 linhagens celulares do estudo e aquelas que
apresentaram amplificagdo apreciavel de produto de PCR foram submetidas ao
sequenciamento nucleotidico, conforme item 3.1.4.3.

As sequéncias provenientes das contaminacdes foram depositadas na
Plataforma GenBank do NCBI e comparadas na plataforma BLAST conforme
descrito no item 3.1.4.3. Foi realizado um alinhamento Clustal W dessas sequéncias
com todas as sequéncias dos microrganismos da Classe Mollicutes descritas no item
3.1.1. A andlise filogenética foi realizada com o software Mega, verséo 7.

3.2.6 Testes de amplificabilidade

Para confirmar a amplificabilidade dos DNA extraidos das bactérias nao
pertencentes a Classe Mollicutes e das linhagens celulares eucarioticas, foram
realizados ensaios de PCR com oligonucleotideos universais para o rrs bacteriano e
para o rrs mitocondrial, respectivamente (Tabela 6). As reacfes de 25 pL foram
realizadas utilizando o PCR Master Mix (Promega) em condigbes padrao: foram
aguecidas a 95 °C por 2 min e submetidas a 30 ciclos de: i) desnaturacéo a 95 °C
por 30 s; ii) anelamento a 55 °C por 30 se iii) extensdo a 72 °C por 90 s. Ao final da
ciclagem foi realizada uma extenséo final a 72 °C por 5 min. Os produtos de PCR
foram vizualizados pela eletroforese em géis de agarose conforme descrito no item
3.1.4.3.
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Tabela 6 - Oligonucleotideos iniciadores universais utilizados para confirmar a
amplificabilidade do DNA de bactérias ndo pertencentes a Classe Mollicutes e

linhagens celulares eucarioticas.

oL Posicéo no rrs
Posicao no rrs ] .
de mitocondria

Nome do . de E. coli L
. i Sequéncia 5'- 3' humana Referéncia
oligonucleotideo (GenBank
(GenBank
J01859)
J01415)

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 08-27 - LANE et al,

1492 R TACGGTTACCTTGTTACGACTT 1492-1513 - 1991
16SF CCGCCTGTTTACCAAAAACAT - 2490-2510 PALUMBI,

16S R CCGGTCTGAACTCAGATCACGT - 3059-3080 1996

Fonte: (Do autor, 2019).

3.3 Citometria de fluxo de viabilidade

Com vistas ao estabelecimento de métodos rapidos e alternativos a cultura
para avaliacdo da viabilidade de micoplasmas contaminantes de culturas de células,
experimentos de citometria de fluxo foram conduzidos utilizando a cepa modelo M.
gallisepticum CBRVS 00734 e, posteriormente, aplicados outras cepas incorporadas
na CRBVS.

3.3.1 Determinacao da curva de crescimento de M. gallisepticum CBRVS 00734

Antes do inicio da padronizacdo dos ensaios de citometria de fluxo de
viabilidade, foi construida uma curva de crescimento para a cepa de M. gallisepticum
CBRVS 00734 com intuito de entender melhor seus parametros de desenvolvimento
no meio de Frey modificado. Foram preparadas duas culturas-teste, semelhantes e
independentes, de 100 mL com 8 h de diferenca no tempo de incubacdo para serem
avaliadas periodicamente por plagueamento.

Estas culturas-teste foram incubadas por um periodo total de 72 h e cada uma
delas, avaliada em 13 diferentes tempos de incubacao. Sete tempos de incubacgao
foram comuns as duas culturas que permitiram construir a curva com intervalos de 4

h, conforme Figura 2.
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Figura 2 - Representacdo esquematica da estratégia para construcdo da curva de
crescimento de M. gallisepticum CBRVS 00734.

Pontos de monitoramento (h)

0 12 24 2832 36 48 52 56 60 72
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0 12 16 2024 36 40 44 48 60 64 68 72

Cultura-teste 2
| | | | | |

Legenda: As linhas horizontais em azul representam cada uma das duas culturas-teste e as barras
verticais, os tempos de incubacdo onde foi realizado o monitoramento da quantidade de UFC/ mL,
sendo as barras vermelhas os pontos de sobreposi¢do dos resultados.

Fonte: (Do autor, 2019).

3.3.1.1 Preparo das culturas-teste, diluicdo e plagueamento

A partir de uma cultura estoque congelada em 15% de glicerol foram
realizados trés pré-indculos consecutivos de 300 uL em 2,7 mL de meio de Frey
modificado liquido. Cada pré-indculo foi incubado a 37 °C por 24 h antes de dar
origem ao proximo, de forma que o terceiro pré-inéculo, que deu origem ao inicio do
experimento de avaliacdo da curva de crescimento, tivesse altissima viabilidade.
Sendo assim, o primeiro pré-indculo foi realizado a partir da cultura estoque em
glicerol e os dois seguintes a partir de culturas em andamento.

Duzentos microlitros do terceiro pré-indculo foram distribuidos em 100 mL de
meio de Frey modificado liquido, dando origem a cultura-teste que foi incubada a
37°C por 72 h e monitorada em tempos determinados. Todo o procedimento foi
realizado em duplicata e com 8 h de diferenca, dando origem a duas culturas-teste
semelhantes, porém com diferentes tempos de incubacéo. Aliquotas de 500 pL
foram retiradas de cada cultura-teste e diluidas seriadamente de 10! a 10® em PBS
1X para monitoramento da quantidade de UFC/ mL. Dez microlitros de cada uma
das oito diluicdes decimais seriadas foram inoculadas em placas contendo meio de

Frey modificado solido.
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3.3.1.2 Leitura e calculo dos resultados

As leituras das placas foram realizadas ao fim de 72 h de incubacéo a 37% e
5% de CO2 com auxilio de lupa com aumento de 40X. Para efeito de calculo foram
consideradas apenas as culturas das diluicbes que continham entre 30 e 300
colénias. A curva de crescimento foi construida com base no Log1l0 do numero de
UFC/ mL das culturas-teste e o tempo de incubacao correspondente. O tempo de

geracéao foi calculado pelas expressdes abaixo:

n=1og(N) - log(No)/log(2)

Onde:
n= numero de geracdes
N= ndmero final de células

No= namero inicial de células

G=T/n

Onde:
G=tempo de geracgéo
T=tempo de crescimento

n= numero de geracgdes

3.3.2 Padronizacdo da citometria de fluxo de viabilidade para a cepa de M.
gallisepticum CBRVS 00734

As aquisicdes foram realizadas no citbmetro de fluxo CytoFlex (Beckman
Coulter) num total de 5.000 eventos dentro da janela de marcacao (gate), através do
software CytExpert 1.1 (Beckman Coulter). Os dados das analises citofluorimétricas

foram avaliados utilizando o software FlowJo (verséo 7.6.5, LLC).
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3.3.2.1 Preparo das amostras

Com objetivo de diminuir a variabilidade experimental, criotubos contendo
aliguotas de 1 mL de uma cultura de M. gallisepticum CBRVS 00734 com alta
viabilidade foram preparados para citometria de fluxo, seguindo a estratégia dos pré-
in6culos adotada no item 3.3.1.1 e foram congeladas a -80 °C em 15% de glicerol.
Previamente a aquisicdo, as amostras foram preparadas de acordo com o seguinte
protocolo: todo o conteido de um criotubo de M. gallisepticum CBRVS 00734 com
alta viabilidade foi in6culada em 30 mL de meio de Frey modificado liquido e
incubado a 37 °C por 24 h. A partir da cultura foram realizadas duas lavagens em
PBS 1X, ou seja, centrifugacdo a 16.000 xg durante 10 minutos e o volume
ressuspendido em 1mL de PBS. Por fim, a quantidade de células foi estimada pela
turbidez utilizando o equipamento Densicheck (BioMérieux) e diluida até 1
McFarland.

A cepa de E. coli (ATCC 25922) foi foi cultivada em caldo de soja triptico a
37°C durante 3 h sob agitacéo e utilizada como controle positivo de marcacao para o
CTC.

3.3.2.2 Separacao celular por tamanho e morfologia

Primeiramente, as células de micoplasmas sem marcacéo fluorescente foram
caracterizadas de acordo com sua morfologia (tamanho/ FSC-H vs. granularidade/
SSC-H) baseando-se na aquisicdo de bilhas (beads) com diferentes diametros
(Megamix-Plus SSC - 160, 200, 240, 500 nm e Megamix-Plus FSC - 100, 300, 500
e 900 nm, ambas BioCytex). A partir do dotplot FSC-H vs. SSC-H, foi criado um
gate abrangendo as beads com 300 a 900 nm de didametro, ou seja, tamanho

correspondente as células de micoplasmas (Figura 3).
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Figura 3 - Protocolo citofluorimétrico representativo das beads de tamanho definido Megamix-Plus SSC e Megamix-Plus FSC.
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Legenda: (A) Histograma de granularidade (SSC-H violeta) apresentando picos relativos aos didmetros das beads que variam entre 100 e 900 nm. (B) Dotplot de tamanho e
granularidade (FSC—H vs. SSC—H) evidenciando o gate que envolve as beads com tamanho entre 300 a 900 nm.
Fonte: (Do autor, 2019).
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3.3.2.3 Marcacao fluorescente

Para avaliacdo da viabilidade de M. gallisepticum CBRVS 00734 por
citometria de fluxo, foram testados trés diferentes marcadores fluorescentes: TO-
PRO®3 lodide (TOPRO), excitagdo/ emissdo: 642/ 661 nm (Themo Fisher Scientific);
diacetato de 5-carboxifluoresceina (CFDA), excitacdo/ emisséo: 495/ 520 nm e 5-
cyano-2,3-di-(p-toluil) cloreto de tetrazolio (CTC) excitagdo/ emissdo: 450/ 630 nm
(ambos da Sigma-Aldrich). A marcacao foi realizada pela incubacao de diferentes
concentracbes de marcador a temperatura ambiente por 45 minutos. Apds
incubacdo, as células foram centrifugadas a 16.000 xg durante 10 min e
ressuspendidas em 500 pL de PBS para retirada de marcacdo no meio. As curvas
de titulagéo variaram de 5 uM a 8 nM para TOPRO e CFDA e 1 a 0,25 mM para o
CTC.

3.3.2.4 Aquisicao e analise

As estratégias de aquisicao e analise foram realizadas da seguinte forma: a
exclusdo dos doublets foi realizada pela criacdo de um gate de singlets num dotplot
FSC-H vs. SSC-A (Figura 4A). A partir do gate de singlets, outro dotplot FSC vs.
SSC foi criado para definir a morfologia dos micoplasmas, com base nas beads
Megamix de tamanho definido (Figura 4B). Por fim, a viabilidade das células de
micoplasmas foi determinada pela incorporacdo de fluorescéncia nos histogramas
para CFDA (Figura 4C) e TOPRO (Figura 4D).
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Figura 4 - Protocolo representativo da aquisicdo de micoplasmas vivos (CFDA+ e
TOPRQO™9) e mortos (CFDA™9 e TOPRO+).
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Legenda: (A) Dotplot FSC-H vs. FSC—A, para exclusdo de doublets (gate de singlets); (B) Dotplot
SSC-H vs. FSC—-H mostrando células de micoplasma com base no gate de tamanho; (C) Histograma
da intensidade de fluorescéncia (FITC—H) para incorporagdo positiva de CFDA por células de
micoplasma vivas; (D) Histograma da intensidade de fluorescéncia (APC-H) para incorporagao
positiva de TOPRO por células de micoplasma mortas ap6s a incubagdo com etanol.

Fonte: (Do autor, 2019).

3.3.2.5 Estabelecimento do controle de morte

Para verificar a eficiéncia dos diferentes marcadores de viabilidade e
identificar as melhores concentracdes de uso, houve a necessidade de estabelecer
um controle de morte celular. Para tanto, foram avaliados quatro diferentes agentes
fisico-quimicos com capacidade de diminuir a viabilidade das culturas de
micoplasmas: i) incubacgdo em etanol 15% por 1 h, ii) incubacéo a 65 °C em banho-
maria por 1 h, iii) incubacdo em dimetil-sulfoxido 3% por 1 h e iv) irradiagdo

ultravioleta a 10.000 pJ/cm? por 10 min no equipamento UVC-515 Ultraviolet
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Multilinker (Ultra-Lum). Os controles de morte foram avaliados de forma pareada
com a mesma cultura sem tratamento, dita experimental (EXP), em todos os
ensaios.

Maiores tempos de incubacdo também foram testados de forma a confirmar
os resultados obtidos pelos controles de morte. Incubac¢des de 24 e 72 h foram
avaliadas para verificar a diminuicdo da viabilidade ao longo do tempo no
crescimento in vitro em meios liquidos.

Paralelamente a citometria de fluxo, ensaios de contagem de UFC/ mL em
meios de Frey modificado sélidos foram realizados para confirmar a perda da
viabilidade nos ensaios para estabelecimento do controle de morte. Aliquotas de 100
uL foram diluidas seriadamente de 101 a 10°° em PBS 1X para monitoramento da
viabilidade. Dez microlitros de cada uma das cinco diluicdes decimais seriadas foram
inoculadas em duas réplicas. As leituras das placas foram realizadas conforme item
3.3.1.2.

3.3.3 Aplicacdo do método padronizado para M. gallisepticum a diferentes espécies

da Classe Mollicutes

O protocolo de citometria de fluxo de viabilidade foi primeiramente otimizado
para M. gallisepticum CBRVS 00734 e depois aplicado a outras espécies da Classe
Mollicutes nas condicbes estabelecidadas, ou seja, concentracdo de marcadores
fluorescentes e controle de morte padronizados.

Pelo menos trés experimentos independentes foram realizados para as cepas
A. laidlawii CBRVS 00670, M. arginini CBRVS 00703, M. hyorhinis CBRVS 00701,
M. orale CBRVS 00668 e S. citri CBRVS 00763. Todos os experimentos foram
realizados tendo M. gallisepticum como controle.

As amostras de cada cepa foram preparadas conforme o item 3.3.2.1. Porém,
tempos de incubacéo distintos foram empregados para cada espécie com base na
experiéncia empirica do seu cultivo e depdsito na CBRVS, a saber: 24 h para A.
laidlawii CBRVS 00670, 48 h para M. arginini CBRVS 00703, 72 h para M. hyorhinis
CBRVS 00701 e S. citri CBRVS 00763 e 144 horas para M. orale CBRVS 00668. A

temperatura de incubacao foi 30 °C para S. citri e 37 °C para as demais espécies.
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3.3.4 Analise estatistica dos resultados

Os resultados das porcentagens de células marcadas positivamente com
TOPRO e CFDA nas condi¢cdes tratado e nao-tratado com etanol para os
micoplasmas avaliados, bem como os valores de celularidade para M. gallisepticum,
foram avaliados quanto normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. As médias dos
resultados normais foram comparadas por teste de hipoteses t-student, enquanto as
meédias dos resultados ndo normais foram comparadas utilizando o teste Mann-
Whitney. Para ambos os testes, foi aplicado nivel de significancia de 5% (0=0,05) em
condicdo de bilateralidade. Todas as analises foram conduzidas no software R

(verséo 3.1.3, Foundation for Statistical Computing).
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4 RESULTADOS

4.1 Estabelecimento da micoplasmoteca de referéncia do INCQS

Todas as 18 cepas de microrganismos de referéncia da Classe Mollicutes
estudadas, a saber: A. laidlawii (ATCC 14089), A. laidlawii (ATCC 23206), M. arginini
(ATCC 23838), M. arthritidis (ATCC 19611), M. fermentans (ATCC 19989), M.
gallisepticum (ATCC 15302), M. gallisepticum (ATCC 19610), M. hominis (ATCC
23114), M. hominis (ATCC 27545), M. hyorhinis (ATCC 17981), M. orale (ATCC
23714), M. pneumoniae (ATCC 15492), M. pneumoniae (ATCC 15531), M. pulmonis
(ATCC 19612), M. salivarium (ATCC 23064), M. synoviae (ATCC 25204); S. citri
(ATCC 27556) e S. melliferum (ATCC 33219) foram cultivadas com sucesso num
Unico meio de cultura alternativo.

Estes microrganismos foram inicialmente cultivados no meio recomendado
pelo ATCC, conforme Tabela 1. Em seguida, as propriedades nutritivas do meio de
Frey modificado foram avaliadas. Esse meio de cultura se mostrou capaz de
promover o crescimento das 18 cepas de micoplasmas estudadas. Foram, inclusive,
evidenciadas colbnias caracteristicas em formato de "ovos-fritos" nos meios sdlidos

em todas as cepas, conforme pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 - Fotografias representativas dos diferentes microrganismos da Classe Mollicutes incorporados na CBRVS, cultivados em meio de Frey
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Legenda: (A) A. laidlawii (CBRVS 00670); (B) A. laidlawii (CBRVS 00761); (C) M. arginini (CBRVS 00703); (D) M. arthritidis (CBRVS 00767); (E) M. fermentans (CBRVS
00716); (F) M. gallisepticum (CBRVS 00606); (G) M. gallisepticum (CBRVS 00734); (H) M. hominis (CBRVS 00533); (I) M. hominis (CBRVS 00736); (J) M. hyorhinis (CBRVS
00701); (K) M. orale (CBRVS 00668); (L) M. pneumoniae (CBRVS 00753); (M) M. pneumoniae (CBRVS 00534); (N) M. pulmonis (CBRVS 00768); (O) M. salivarium (CBRVS
00535), (P) M. synoviae (CBRVS 00735); (Q) S. citri (CBRVS 00763) e (R) S. melliferum (CBRVS 00762). As barras de escala equivalem a 50 uM.

Fonte: (Do autor, 2019).

modificado s6lido com aumento de 100X.

.0
-
S 8




57

Ao total, 27 lotes de microrganismos da Classe Mollicutes, contendo
aproximadamente 30 amplolas liofilizadas/ cada, foram produzidos no meio de
cultura alternativo e todos foram aprovados nos ensaios de viabilidade e pureza, ou
seja, apresentaram crescimento caracteristico em meios de Frey modificado liquidos
e soOlidos e ndo apresentaram qualquer contaminacdo no 4gar sangue de carneiro.
Cada uma das cepas de microrganismos da Classe Mollicutes incorporada na

CBRVS recebeu um nimero de identificacdo como descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Identificacdo e quantidade de lotes produzidos para as cepas da Classe
Mollicutes incorporadas na CBRVS.

Espécie Identificagdo ATCC Identificdo CBRVS Quantidade de lotes produzidos
A. laidlawii 14089 00670 2
A. laidlawii 23206 00761 1
M. arginini 23838 00703 2
M. arthritidis 19611 00767 1
M. fermentans 19989 00716 2
M. gallisepticum 15302 00606 2
M. gallisepticum 19610 00734 1
M. hominis 23114 00533 2
M. hominis 27545 00736 1
M. hyorhinis 17981 00701 2
M. orale 23714 00668 2
M. pneumoniae 15492 00753 2
M. pneumoniae 15531 00534 1
M. pulmonis 19612 00768 1
M. salivarium 23064 00535 2
M. synoviae 25302 00735 1
S. citri 27556 00763 1
S. melliferum 33219 00762 1

Fonte:(Do autor, 2019).

Todos os 27 lotes de microrganismos da Classe Mollicutes tiveram o
fragmento do rrs obtido com os oligonucleotideos 593 e 620B amplificado e
sequenciado. As sequencias consenso, montadas a partir da analise dos
cromatogramas, foram comparadas na plataforma BLAST do NCBI e apresentaram

identidade > 99% e e-value = 0, entre sequéncias da mesma espécie depositadas no
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GenBank. Portanto, esta comparacéo sugere fortemente a identidade de todos os
lotes de microrganismos da Classe Mollicutes produzidos.

Excetuando as sequéncias dos proprios oligonucleotideos iniciadores, 0s
produtos variaram entre 1.447 a 1.468 pb nas diferentes espécies estudadas, sendo

a maior sequéncia proveniente de M. hyorhinis e as menores de A. laidlawii.

4.2 Aplicacdo do PCR para deteccdo de micoplasmas em linhagens celulares

A especificidasde do PCR para detecgdo de micoplasmas descrito no item
3.2.4 foi avaliada e alcancada com sucesso, ou seja, o0 ensaio foi capaz de amplificar
positivamente os DNA dos 18 diferentes microrganismos da Classe Mollicutes. Nota-
se, pela observacéo da Figura 6, que 3 ng de cada um dos 18 diferentes DNA em
reacoes de PCR individuais de 25 pL amplificaram fragmentos de aproximadamente

500 pb como esperado.

Figura 6 - Gel de agarose dos produtos de PCR amplificados pelo ensaio de

deteccdo de micoplasmas a partir dos DNA das cepas da Classe Mollicutes

incorporadas na CBRVS.
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Legenda: Na primeira canaleta: o marcador de peso molecular ¢X 174 (Marcador); na segunda, o
controle negativo (CN) e nas seguintes, as cepas incorporadas na CBRVS: (1) A. laidlawii (CBRVS
00670); (2) A. laidlawii (CBRVS 00761); (3) M. arginini (CBRVS 00703); (4) M. arthritidis (CBRVS
00767); (5) M. fermentans (CBRVS 00716); (6) M. gallisepticum (CBRVS 00606); (7) M. gallisepticum
(CBRVS 00734); (8) M. hominis (CBRVS 00533); (9) M. hominis (CBRVS 00736); (10) M. hyorhinis
(CBRVS 00701); (11) M. orale (CBRVS 00668); (12) M. pneumoniae (CBRVS 00753); (13) M.
pneumoniae (CBRVS 00534); (14) M. pulmonis (CBRVS 00768); (15) M. salivarium (CBRVS 00535),
(16) M. synoviae (CBRVS 00735); (17) S. citri (CBRVS 00763) e (18) S. melliferum (CBRVS 00762).
Fonte:(Do autor, 2019).
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A amplificabilidade dos 13 DNA extraidos das bactérias ndo pertencentes a
Classe Mollicutes foi demonstrada com os oligonucleotideos universais para o rrs
bacteriano, Figura 7A. Foram utilizados 3 ng de DNA por reacdo de 25 uL e todas as
reacoes geraram produtos de PCR de aproximadamente 1500 pb, como esperado.

O teste de especificidade do PCR para detecgédo de micoplasmas descrito no
item 3.2.4 foi realizado com 3 ng de cada um dos 13 diferentes DNA das cepas
bacterianas ndo pertencentes a Classe Mollicutes em reacédo de 25 pL individuais e
evidenciou amplificacdes inesperadas. Pela observacdo da Figura 7B, € possivel
identificar a amplificagéo positiva de fragmentos de aproximadamente 500 pb para
Bacteroides vulgatus, Clostridium perfringens, Clostridium sporogenes, Bacillus

subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Figura 7 - llustracao esquematica dos géis de agarose contendo os produtos de PCR

amplificados a partir das cepas de bactérias ndo pertencentes a Classe Mollicutes.
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Legenda: (A) Produtos de PCR gerados utilizando oligonucleotideos universais para o rrs bacteriano
e (B) Produtos gerados pelo ensaio de deteccdo de micoplasmas. Na primeira canaleta: o marcador
de peso molecular ¢X 174 (Marcador); da segunda canaleta em diante, foram numerados os
microrganismos: (1) L. acidophilus; (2) L. rhamnosus; (3) B. vulgatus; (4) C. difficile; (5) C. perfringens;
(6) C. sporogenes; (7) S. agalactie; (8) S. pneumoniae; (9) B. subtilis; (10) E. coli; (11) K. rhizophila;
(12) P. aeruginosa; (13) S. aureus e por fim, o controle negativo (CN).

Fonte: (Do autor, 2019).
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As 55 diferentes linhagens celulares provenientes das 4 diferentes instituicoes
de pesquisa e ensino da cidade do Rio de Janeiro foram avaliadas quanto a
presenca de micoplasmas contaminantes utilizando o PCR para deteccdo descrito
no item 3.2.4. Mais de setenta e oito por cento (78,18%) das linhagens celulares
avaliadas foram consideradas positivas no PCR para deteccdo de micoplasmas
(Figura 8A e Tabela 8). Foram negativas nesses ensaios apenas 12 (21,81%) das 55
linhagens. A amostra 27, uma linhagem C636, proveniente de células de Aedes
albopictus apresentou amplificacées inespecificas neste ensaio e foi considerada
negativa.

Paralelamente ao PCR de detecc¢éo, todas as linhagens foram avaliadas pelo
PCR para o sequenciamento parcial do rrs dos microrganismos da Classe Mollicutes
descrito no 3.1.4.3 e apenas 20 foram amplificadas positivamente com produtos
apreciaveis nos géis de agarose (Figura 8B e Tabela 8) e foram submetidas as
reacoes de sequenciamento. Dos 20 produtos, 19 foram eficientemente
sequenciados e as sequéncias consenso, depositadas na plataforma Genbank do
NCBI. Cada uma das 19 sequéncias recebeu um numero de acesso particular. A
amostra 25, que nao foi corretamente sequenciada, por apresentar picos
sobrepostos nos cromatogramas.

A amplificabilidade das 55 amostras de células eucaridticas foi demonstrada
pelo ensaio de PCR com oligonucleotideos para o rrs mitocondrial (Figura 8C e
Tabela 8).



61

Figura 8 - llustracdo esquematica dos géis de agarose contendo os produtos de PCR amplificados a partir das células eucarioticas.

S S
S S
=] =]
© ©
g g
(T = (T
= O 1 2 3 456 7 8 9 1011 12 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55= 3
A
S 13s8pb >
I 603pb >
] 31ogb—>
=
]
a
L2
B €
8]
E 1358pb >
S 603pb >
c 310pb >
]
3
=3
)
v
C =
<
c
=] -
Q
o
E=
=

Legenda: (A) Produtos de PCR gerados pelo ensaio de deteccdo de micoplasmas; (B) Produtos gerados pelo PCR para o sequenciamento parcial do rrs dos microrganismos
da Classe Mollicutes e (C) Produtos gerados pelo PCR para o rrs mitocondrial. Os nimeros correspondem a cada uma das linhagens avaliadas no estudo, descritas no item
3.2.3, Tabelas 4 e 8. Marcador corresponde ao padrdo de peso molecular $X 174; CN e CP, aos controles negativo e positivo, respectivamente.

Fonte: (Do autor, 2019).
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Tabela 8 - Células eucaridticas avaliadas quanto a presenca/ auséncia de
micoplasmas, numero de identificacdo, tipo de linhagem, fonte da bioldgica,
Instituicdo provedora, status da contaminacdo, espécie identificada por
sequenciamento e numero de acesso da sequéncia depositada no GenBank
(continua)

Nu(rjnaero Linhagem Fonte Instituicao ContaFr)‘r;irnagéo Espécie identificada

Amostra celular bioldgica micoplasma (Acesso GenBank)
1 RK13 Coelho A Sim M. arginini (MK3434446)
2 Hep-2C Humano A Sim N&o sequenciado
3 BHK-21 Hamster A Sim N&o sequenciado
4 RK13 Coelho A Sim M. arginini (MK3434447)
5 Vero Macaco A Sim M. arginini (MK3434448)
6 MRC-5 Humano A Sim N&o sequenciado
7 MA-104 Macaco A Nao N&o se aplica
8 SIRC Coelho A N&o N&o se aplica
9 L929 Camundongo A Sim M. arginini (MK3434449)
10 CHO-K1 Hamster A Sim N&o sequenciado
11 RK13 Coelho A Sim N&o sequenciado
12 Vero Macaco A N&o N&o se aplica
13 Vero Macaco A Sim M. arginini (MK3434450)
14 THP-1 Humano A Sim M. arginini (MK3434451)
15 L-929 Camundongo A Sim N&o sequenciado
16 L-929 Camundongo A Sim M. arginini (MK3434452)
17 L-929 Camundongo A Sim M. arginini (MK3434453)
18 RK13 Coelho A Sim N&o sequenciado
19 RK13 Coelho A N&o N&o se aplica
20 RK13 Coelho A Sim N&o sequenciado
21 HepG2 Humano B Nao N&o se aplica
22 THP-1 Humano B Sim M. arginini (MK3434454)
23 Hep-2C Humano B Sim N&o sequenciado
24 Huh7 Humano B N&o N&o se aplica
25 THP-1 Humano B Sim N&o sequenciado
26 Huh? Humano B Sim M. arginini (MK3434455)
27 C6/36 Inseto B N&o N&o se aplica
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Tabela 8 - Células eucaridticas avaliadas quanto a presenca/ auséncia de
micoplasmas, numero de identificacdo, tipo de linhagem, fonte da bioldgica,
Instituicdo provedora, status da contaminacdo, espécie identificada por
sequenciamento e numero de acesso da sequéncia depositada no GenBank
(concluséo)

28 THP-1 Humano B Sim M. arginini (MK3434456)
29 Hep-2C Humano B N&o N&o se aplica

30  THP-1 Humano B Sim M. arginini (MK3434457)
31 RK13 Coelho A N&o N&o se aplica

32 THP-1 Humano B Sim M. arginini (MK3434458)
33 K-562 Humano C Sim M. hyorhinis(MK3434459)
34 K-562 Humano C Sim M. hyorhinis (MK3434460)
35 CHO-K1 Hamster C Sim N&o sequenciado

36 Vero Macaco C Sim M. hyorhinis (MK3434461)
37 Vero Macaco C Sim M. hyorhinis (MK3434462)
38 Hek 293 Humano C Sim M. hyorhinis(MK3434463)
39 CHO-K1 Hamster C Sim N&o sequenciado

40 Hela Humano C Sim N&o sequenciado

41 BJA-B Humano D Sim N&o sequenciado

42 K562 Humano D Sim N&o sequenciado

43 RA1 Humano D Sim N&o sequenciado

44 Raji Humano D N&ao N&o se aplica

45 1F5 Camundongo D Sim N&o sequenciado

46 HEK 293 Humano D Sim N&o sequenciado

47 CHO-K1 Hamster D Sim N&o sequenciado

48 CHO/dhFr Hamster D Sim N&o sequenciado

49 Sf9 Inseto D N&o N&o se aplica

50 High Five Inseto D N&o N&o se aplica

51 293 Expi Humano D Sim N&o sequenciado

52 CHO-K1 Hamster D Sim N&o sequenciado

53 BHK-21 Hamster D Sim M. orale (MK3434464)

54 MRC-5 Humano D Sim N&o sequenciado

55 CHO-K1 Hamster D Sim N&o sequenciado

Fonte: (Do autor, 2019).
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O alinhamento na plataforma BLAST das sequéncias provenientes dos
micoplasmas contaminantes das linhagens celulares apresentou identidade > 99% e
e-value = 0 com sequéncias depositadas no GenBank, sugerindo M. arginini como
contaminante das amostras 1, 4, 5, 9, 13, 14, 16, 17, 22, 26, 28, 29 e 32
provenientes das Instituticbes A e B; M. hyorhinis para as amostras 33, 34, 36, 37 e
38 da Instituicdo C e M. orale para a amostra 53 da Instituticéo D.

As sequéncias provenientes das linhagens celulares foram também alinhadas
com as sequéncias das 18 cepas de microrganismos da Classe Mollicutes
incorporadas na CBRVS pelo método Clustal W e a andlise filogenética sugeriu
fortemente a confirmacédo dos resultados do BLAST como pode ser evidenciado pela

Figura 9.
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Figura 9 - Arvore filogenética mostrando a histéria evolutiva de 39 sequéncias

incompletas do rrs inferida pelo método Neighbor-Joining.
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Legenda: 18 microrganismos da Classe Mollicutes incorporados na CBRVS, 19 produtos amplificados
das amostras de células eucaridticas e 2 sequencias de bactérias ndo-relacionadas. A soma do
comprimento do ramo equivale a 1,05754195. A arvore foi desenhada em escala com os
comprimentos dos ramos nas mesmas unidades das distancias evolutivas para sua inferéncia. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método da maxima verossimilhanca. Todas as
posicdes contendo lacunas e dados perdidos foram eliminados.

Fonte: (Do autor, 2019).
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4.3 Citometria de fluxo de viabilidade

Para padronizacdo do ensaio de citometria de fluxo, foi inicialmente
construida uma curva de crescimento de M. gallisepticum CBRVS 00734 para
determinar sua fase exponencial de crescimento. A partir dos resultados das
contagens provenientes das duas diferentes culturas-teste utilizadas para construir a

curva, montou-se a Tabela 9.

Tabela 9 - Valores do Logl0 das contagens de UFC/ mL nos diferentes pontos de

monitoramento das duas culturas-teste.

Tempo em horas Cultura-teste 1 Log10 (UFC/mL) Cultura-teste 2 Log10 (UFC/mL)

0 4,56 4,42
24 4,43 4,27
32 4,74

36 5,45 5,62
40 5,77
44 6,00
48 6,11 7,20
52 7,46

56 7,83

60 6,53 6,30
64 6,11
68 6,79
72 5,95 6,11

Fonte: (Do autor, 2019).

O valor de Logl10 (UFC/mL) no tempo de 0 h foi realizado pela contagem das
placas referentes ao terceiro pré-inéculo, uma vez que os monitoramentos de UFC/
mL em ambas as culturas-teste so evidenciou colbnias a partir de 24 h de incubacéo.
A placa de meio de Frey modificado solido referente ao tempo de 28 h da cultura-
teste 1 contaminou com bactérias e, portanto foi desprezada. Com base nos
resultados do Log10 do niamero de UFC/ mL foi construida a curva de crescimento,
conforme Figura 10. O ponto de 68 h da cultura-teste 2 foi retirado da curva por se

tratar de um valor aberrante.
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Nota-se que a fase exponencial do crescimento estd compreendida no
periodo entre 24 e 56 h. O tempo de geracao calculado no intervalo deste periodo foi
de aproximadamente 3,2 horas. Portanto, para a padronizacdo do ensaio de
citometria de fluxo de viabilidade, foram utilizadas culturas com 24 h de cultivo, ou

seja, no inicio da fase exponencial.

Figura 10 - Curva de crescimento experimental de M. gallisepticum CBRVS 00734.
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Legenda: Em vermelho, as médias dos resultados comuns as duas culturas-teste com suas
respectivas barras de erro; em preto, os resultados individuais de cada uma das garrafas-teste; em
azul, a linha de tendéncia.

Fonte: (Do autor, 2019).

Foram realizadas curvas de titulacdo para os diferentes marcadores avaliados
no estudo. Para avaliagdo das curvas foram utilizadas culturas de M. gallisepticum
sem tratamento e incubados em etanol 15% por uma hora (controle de morte).

Para condicdo experimental (células viaveis), a incorporacao de fluorescéncia
de CFDA em M. gallisepticum variou de acordo com as concentracdes testadas, ou
seja, maior foi a incorporagao na concentragédo 5 uM deste marcador e menor em 8
nM (Figura 11A). No entanto, as culturas tratadas com etanol e marcadas com 5 pM
de CFDA mostraram marcacao inespecifica, isto €, incorporagcao positiva em células
mortas (Figura 11B). Portanto, 1 puM foi a concentracdo de escolha para o marcador
CFDA.
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Analisando as curvas de titulacdo de TOPRO, pode-se observar que as trés
maiores concentragdes (5, 1 e 0,2 uyM) foram eficientes na marcagéo das células de
M. gallisepticum tratadas com etanol (Figura 11C). Como nenhuma dessas trés
concentracbes foi capaz de marcar positivamente células de M. gallisepticum
vidveis, ou seja, em condicdo experimental (Figura 11D), foi selecionada a

concentracéo de 0,2 uM para TOPRO.

Figura 11 - Imagem esquematica de sobreposicdo (overlay) da titulacdo dos
marcadores de viabilidade em células de M. gallisepticum.
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Legenda: (A) Incorporacdo de fluorescéncia de CFDA na condicdo experimental, (B) CFDA no
controle de morte, (C) Incorporacéo de fluorescéncia de TOPRO no controle de morte e (D) TOPRO
em condi¢é@o experimental.

Fonte: (Do autor, 2019).
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N&o houve incorporacdo positiva de fluorescéncia em M. gallisepticum em
nenhuma das concentragdes de CTC avaliadas. Para as células de E. coli que foram
utilizadas como controle positivo da marcacdo, a melhor concentracdo que foi

positivamente incorporada na condi¢éo experimental foi 0,25 mM (Figura 12).

Figura 12 - Imagem esquematica do overlay da incorporagdo de fluorescéncia de
CTC.
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Legenda: Células de E. coli (BAC), M. gallisepticum (Mgal), tratadas (ETOH) e ndo-tratadas (EXP)
com etanol.
Fonte: (Do autor, 2019).

Diferentes tratamentos para a diminuicdo intencional da viabilidade de células
de M. gallisepticum foram avaliados com o0 objetivo de estabelecer um controle de
morte efetivo para os marcadores de viabilidade testados neste trabalho. As quatro
condicOes iniciais de morte (etanol 15%, 65° C, dimetilsulfoxido 3% e irradiacao
ultravioleta) foram comparadas com células nado-tratadas (condicdo experimental),
tanto para CFDA (Figura 13A) quanto para TOPRO (Figura 13B). Foi observado, em
ambos os marcadores, que a maiores perdas de viabilidade ocorreram pelo
tratamento das células de micoplasma por aquecimento a 65 °C e incubagdo em

etanol 15%. No entanto, 0 aquecimento levou a uma maior reducéo da celularidade,
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ou seja, da quantidade de células por microlitro medida pelo equipamento (Tabela
10).

Para confirmar os resultados do controle morte utilizando agentes fisico-
quimicos, culturas de M. gallisepticum foram cultivadas por maiores periodos para
induzir a morte por senescéncia. A Figura 13C (CFDA) e 13D (TOPRO) mostra
culturas incubadas por 24 e 72h, tanto em condicdo experimental quanto tratadas
com etanol. Observa-se incorporacao positiva de fluorescéncia de CFDA apenas na
cultura incubada por 24 h em condicdo experimental. Quanto a marcacao por
TOPRO, podemos observar a incorporagdo positiva na cultura incubada por 72 h e
em ambas tratadas com etanol. Isso sugere o aumento da populacdo de células

mortas no maior periodo de incubacao.
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Figura 13 - Imagem esquematica do overlay dos diferentes tratamentos de morte

celular avaliados para células de M. gallisepticum.
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Legenda: experimental (EXP), incubagdo com etanol (ETOH), aqueciemento (65), dimetilsulfoxido
(DMSO) e irradiacéo ultravioleta (UV) marcada com (A) CFDA e (B) TOPRO. Culturas cultivadas por
24 e 72 horas, tanto nas condicdes: experimental (EXP) e controle de morte (ETOH) marcadas com

(C) CFDA e (D) TOPRO.
Fonte: (Do autor, 2019).
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Tabela 10 - Resultados da contagem absoluta de células realizada pelo Cytoflex nas
diferentes condi¢cOes de morte celular avaliadas para estabelecimento do controle de

morte.
Condicgéo Quantidade de eventos por microlitro
Experimental 563
Etanol 491
DMSO 778
Ultravioleta 612
Aquecimento 128

Fonte: (Do autor, 2019).

Os resultados de contagem em placa corroboram a reducgéo de viabilidade
observada nos experimentos de citometria de fluxo para o estabelecimento do
controle de morte. Tanto a incubacdo em dimetilsulfoxido quanto a irradiacéo
ultravioleta diminuiram aproximadamente 1 Logl0 da condigdo experimental sem
tratamento (~ 8x10°> UFC/ mL), enquanto o aguecimento e a incubacdo em etanol
inibiram completamente o crescimento de M. gallisepticum no meio sélido. Para os
diferentes tempos de incubacéo, observou-se a reducdo de 2 Logl0 a partir de 24 h
(~ 2x10° UFC/ mL) a 72 h (~ 3x10° UFC/ mL). Ap6s o tratamento com etanol, apenas
uma colbnia foi vista na placa referente a cultura incubada por 24 h.

A fim de verificar se o protocolo padronizado para M. gallisepticum poderia ser
aplicado com sucesso a outras espécies de micoplamas, as condicdes estabelecidas
no ensaio de citometria de viabilidade foram empregadas em M. arginini, M.
hyorhinis, M. orale, S. citri e A. laidlawii. Em todas as espécies testadas, a reducao
da viabilidade foi claramente observada, nas porcentagens de células marcadas
positivamente com CFDA, entre a condicdo experimental e o controle de morte,
alcancando significancia estatistica (p<0,025) para M. gallisepticum, M. hyorhinis, S.
citri e A. laidlawii (Tabela 11, Figura 14A). No entanto, foi percebida uma baixa
incorporacao deste marcador em células de M. arginini (Figura 14A). Na marcacao
com TOPRO, o maior destaque foi atribuido as células de A. laidlawii que
apresentram uma porcentagem maior de células positivamente marcadas na
condicdo experimental do que nas células tratadas com etanol, ao contrario do
esperado. Para as outras espécies, a reducdo das porcentagens de células positivas

para TOPRO se mostraram evidentes entre a condicdo experimental e o controle de
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morte, com diferenca estatistica (p<0,025) para as espécies M. gallisepticum, M.
hyorhinis e S. citri (Tabela 11, Figura 14B).

Nos experimentos com M. orale, o resultado das marcagdes ocorreu conforme
esperado, ou seja, foi observada a diferenca das porcentagens de positividade entre
as condicbes experimental e de controle de morte para ambos os marcadores. No
entanto, grande quantidade de células mortas foi observada j& na condicdo
experimental, levando a uma pequena reducao percentual.

Nas médias dos experimentos realizados com as espécies M. gallisepticum e
M. hyorhinis, os resultados percentuais do niumero de células foram complementares
entre os dois marcadores, ou seja, a soma das porcentagens de células viaveis e
mortas avaliadas com os dois diferentes marcadores variou entre 94 e 112%, tanto
na condicdo experimental quanto no controle de morte. A dupla marcacéo foi testada
para M. gallisepticum, porém a marcacdo com CFDA pareceu interferir na marcacao

de TOPRO, diminuindo-a (dados ndo mostrados).

Tabela 11 - Valores de P obtidos na comparacdo da reducdo das médias
percentuais de viabilidade entre a condicao tratado e ndo-tratado com etanol para os
marcadores TOPRO e CFDA.

Espécie p-Valor p-Valor

P TOPRO CFDA

M. gallisepticum 1,5E-05 2,1E-03
M. arginini 0,051 0,232
M. hyorhinis 1,2E-06 0,014
M. orale 0,035 0,166
S. citri 3,1E-03 8,5E-04
A. laidlawii 0,076 0,023

Fonte: (Do autor, 2019).
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Figura 14 - Histogramas mostrando as médias das porcentagens de células

WLt
N

mgal marg mhyo mora  scit alai

positivamente marcadas nas diferentes espécies.

*

100

A

75

50

CFDA

25

100

75

50

TOPRO

25

B expToPRO | EXP CFDA [} Controle de morte (ETOH)

Legenda: M. gallisepticum (mgal), M. arginini (marg), M. hyorhinis (mhyo), M. orale (mora), S. citri
(scit) e A. laidlawii (alai). As médias + EP s&o mostrados em (A) para CFDA e em (B) para TOPRO
em condi¢Bes experimentais (EXP) e controle de morte (ETOH). Os asteriscos identificam diferenca
estatistica entre a condi¢do experimental e o controle de morte para cada espécie/ marcador.

Fonte: (Do autor, 2019).

No que diz respeito a celularidade de M. gallisepticum, utilizado como controle
nos experimentos para avaliar a aplicabilidade do ensaio citofluorimétrico as demais
espécies da Classe Mollicutes, foi observado que a incubacdo em etanol reduziu em
meédia 80% da quantidade de eventos por microlitro quando comparada a condi¢cao
experimental. O teste estatistico de Mann-Whitney corroborou essa reducéo
(p<0,025).
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5 DISCUSSAO

Um dos maiores obstaculos a pesquisa e investigacdo dos micoplasmas em
laboratorio e seu correto diagndstico tem sido, historicamente, a dificuldade de
cultivd-los (RAZIN, 2010; VOLOKHOV et al, 2011). Portanto, a proposta deste
trabalho foi avaliar metodologias classicas e alternativas para deteccdo de
micoplasmas em culturas celulares, de forma a gerar conhecimento na area, que
possa ser utilizado na analise de contaminacdo de linhagens celulares utilizadas em
ensaios de controle da qualidade de produtos biolégicos sujeitos a VISA.

As dificuldades encontradas na aquisicdo de cepas de microrganismos de
referéncia no mercado internacional, devido aos altos custos e a morosidade nos
processos de importacao, levaram o INCQS a investir na autossuficiéncia nacional
no que diz respeito a produgdo e fornecimento de microrganismos utilizados em
ensaios de controle da qualidade de produtos de acordo com metodologias
preconizadas em compéndios oficiais. A CBRVS €& uma colecdo de servico que
mantém em seu acervo cerca de 800 linhagens bacterianas. Seus principais
objetivos sdo: adquirir, autenticar, produzir, preservar e distribuir bactérias. Essa
colecdo funciona também como um centro de pesquisa e treinamento em
caracterizacdo taxondmica e preservacdo de bactérias. Todas as 18 diferentes
cepas de microrganismos de referéncia da Classe Mollicutes estudadas foram
cultivadas com sucesso no meio de Frey modificado alternativo e incorporadas na
CBRVS. A adaptacao do crescimento das cepas de referéncia estudadas num unico
meio de cultura, em oposicdo as sete formulacdes sugeridas pelo ATCC ou as trés
recomendadas pela farmacopeia europeia (Anexo 1), apresenta vantagens no que
diz respeito aos custos e mao-de-obra no cultivo destes microrganismos. Em
contrapartida, nao foi realizada qualquer inferéncia sobre as alteragbes protedmicas
gue o crescimento no meio alternativo possa ter causado nessas bactérias. Uma vez
que a fisiologia das células cultivadas in vitro depende diretamente das condi¢des
externas, notadamente dos nutrientes presentes ou ausentes no meio de cultura, é
razoavel supor que alteracdes protedbmicas, e nao somente metabdlicas, possam ter
sido ocasionadas nos micoplasmas incorporados na CBRVS pelo cultivo em meio de
Frey modificado. Dalzon e colaboradores (2016) relataram que a alteracdo do meio
de cultura induz mais modificacdes no proteoma de macréfagos do que as respostas

dessas células a nanoparticulas de baixa toxicidade (diéxido de titanio e dioxido de
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zinco). Esse estudo apontou que as classes de proteinas moduladas pela mudanca
de meio vao muito além do metabolismo e que proteinas estruturais, como aquelas
associadas ao citoesqueleto, bem como a vias de sinalizacdo, também sao
moduladas pela composicdo do meio de cultura. Nesse sentido, a adaptacdo do
crescimento dos micoplasmas incorporados na CBRVS pode ter ocasionado
modificacbes nas células bacterianas, mas dificilmente essas alteracbes
influenciaram a utilizacdo desses microrganismos como cepas de referéncia em
estudos gendmicos ou de viabilidade, como por exemplo, a citometria de fluxo. No
entanto, mais estudos devem ser conduzidos para entender quais modificagbes
podem ter ocorrido (ou nao) pelo cultivo em meio de cultura diverso do
recomendado.

Em se tratando, especificamente, do controle de produtos biologicos, a
vantagem da utilizagdo de um Unico meio de cultura para o teste de deteccdo de
micoplasmas é ainda maior, uma vez que o numero de ensaios necessarios para
cada lote de produto diminui. De acordo com a Ph Eur, outros meios de cultura
podem ser utilizados no controle de produtos biolégicos em detrimento das
formulacbes recomendadas desde que sejam capazes de promover o crescimento
dos micoplasmas pesquisados (MYCOPLASMAS..., 2014). Nesse sentido, 0 meio
de Frey modificado avaliado nesse estudo apresenta-se como uma alternativa
promissora que pode ser diretamente aplicada no controle de qualidade de produtos
biolégicos.

Devido a clara associacdo de micoplasmas as culturas celulares, o ensaio de
deteccdo de micoplasmas por PCR desenvolvido e validado em Bio-Manguinhos/
Fiocruz para os produtos intermediarios da vacina de febre amarela (LAWSON-
FERREIRA et al, 2016) foi utilizado com o intuito de contribuir com o entendimento
sobre o estado de contaminacdo de linhagens celulares eucariéticas na cidade do
Rio de Janeiro com esses agentes adventicios. Foi evidenciada a amplificacdo em
76,3% (42 de 55) das amostras analisadas, ou seja, uma incidéncia bastante
consideravel. Dados de contaminacdo de micoplasmas no Brasil, fornecidos por
Netto e colaboradores (2009) sugeriram 56,5% e 15,2% de contaminacdo por
micoplasma, respectivamente, em 46 amostras de soro bovino e 33 culturas de
células BHK-21. Em 2014, Camargos e colaboradores, avaliando 83 linhagens
celulares de Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais e do

Laboratério Nacional Agropecuéario, também de Minas Gerais, encontraram
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contaminacdo em 19% das amostras, também pela andlise por PCR. No entanto,
nenhum desses dois estudos identificou a espécie das amostras consideradas
positivas. Pinheiro de Oliveira e colaboradores (2015), num estudo que envolveu a
deteccdo de micoplasmas por PCR, além de outros contaminantes, em 88 culturas
celulares, 10 amostras de tripsina e 13 de soro fetal bovino provenientes de cinco
diferentes laboratorios publicos brasileiros evidenciaram que 34,1% (30 de 88) das
culturas celulares estavam contaminadas com micoplasmas. Quatro amostras foram
aleatoriamente sequenciadas e como resultado foi identificado o rrs de M. arginini
em duas delas, M. hyorhinis e A. lailawii nas outras duas. Rivero e colaboradores
(2016) num estudo conduzido em Cuba revelaram que 19 das 50 amostras de
células estavam contaminadas. Seus resultados foram confirmados por dois
métodos: PCR e cultivo dos microrganismos. Ainda nesse estudo, foi observado que
75,8% das culturas de células contaminadas apresentaram pelo menos duas
espécies de micoplasma e que 15,78% das amostras continham trés espécies de
acordo com os resultados dos testes bioquimicos. As espécies mais prevalentes

foram M. fermentans, A. laidlawii, M. orale, M. hyorhinis, e M. salivarium.

A Ph Eur determina que a demonstracéo da especificidade deve ser realizada
com uma adequada variedade de espécies bacterianas e que 0S géneros mais
relacionados aos micoplasmas (Clostridium, Lactobacillus e Streptococcus) sao 0s
mais apropriados para esta avaliacdo (MYCOPLASMAS..., 2014). O protocolo
adotado para deteccdo de micoplasmas por PCR possibilitou a amplificacdo de
todos os micoplasmas estudados, no entanto algumas bactérias ndo pertencentes a
Classe Mollicutes também foram amplificadas. Discretos produtos de PCR foram
observados a partir dos DNA de B. vulgatus, C. sporogenes, B. subtilis, E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus e uma forte amplificacdo de Clostridium perfringens. Nesse
sentido, mais da metade das 13 bactérias testadas apresentou amplificacdo com os
oligonucleotideos descritos primeiramente por Wirth e colaboradores (1994) e
sugeridos para o controle de micoplasmas em culturas celulares (UPHOFF;
DREXLER, 2014). A avaliacdo da especificidade de C. sporogenes, B. subtilis; E.
coli; P. aeruginosa e S. aureus para esse ensaio de detecgcdo de micoplasmas por
PCR ja havia sido realizada em condi¢cdes semelhantes por Lawson-Ferreira e
colaboradores (2016) utilizado 200 UFC/ mL para extragcdo de DNA em vez de 3ng

por reacao de PCR utilizados no presente estudo. Sendo assim, podemos inferir que
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o protocolo adotado amplifica produtos destas bactérias, porém para que O0s
produtos sejam revelados € necessaria uma quantidade muito grande de DNA
molde. Mesmo que tenha sido evidenciada a amplificacdo positiva de algumas
bactérias ndo pertencentes a Classe dos Mollicutes, € factivel considerar que uma
eventual contaminacdo de linhagens celulares por qualquer uma dessas bactérias
seria facilmente identificada pela turvagdo do meio numa inspecéo visual e que os
ensaios de esterilidade comumente empregados na rotina dos cultivos celulares ja
descartariam a possibilidade de contaminacdo por essas bactérias (NIMS; PRICE,
2017).

Destaque deve ser dado aos resutados das 19 amostras que tiveram seus
produtos de PCR sequenciados, uma vez que as espécies contaminantes foram
claramente relacionadas as instituticbes de ensino e pesquisa provedoras das
células. M. arginini foi identificado em 13 diferentes amostras provenientes das
instituicbes A e B que colaboram entre si. M. hyorhinis, nas 5 amostras da instituicdo
C. Esses dados sugerem uma mesma fonte de contaminacéo, seja pela utilizacdo de
insumos contaminados ou mesmo contaminagdo cruzada entre as culturas. Ja
identificacdo de M. orale na instituicdo D, aponta para a contaminacdo de origem
humana. Outras metodologias devem ser empregadas com objetivo de caracterizar e
discriminar as espécies identificadas como contaminantes de culturas celulares
nesse estudo, trazendo evidéncias mais concretas sobre sua fonte de contaminacao.
Grande numero de sistemas de tipificacdo bacteriana esta disponivel, variando em
relacdo ao esforco requerido, custo, confiabilidade e capacidade de discriminagdo —
sendo que nenhuma técnica parece ser ideal para todas as formas de investigacéo.
Uma das técnicas mais empregadas ao longo do tempo é o Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE), porém seus resultados dificilmente sdo comparaveis entre
diferentes laboratorios (FOXMAN et al., 2005). Métodos baseados no
sequenciamento do genoma completo ainda sdo caros para grande parte dos
laboratoérios de pesquisa, principalmente em paises em desenvolvimento. Protocolos
baseados em Multi-Locus Sequence Typing (MLST) que sao relativamente
acessiveis e bastante reprodutiveis, estao disponiveis para M. agalactiae, M. bovis,
M. hyopneumoniae, M. hyorhinis, M. iowae, M. pneumoniae e M. synoviae (PUBLIC
DATABASES FOR MOLECULAR TYPING AND MICROBIAL GENOME DIVERSITY,

2019) e podem ser avaliados em outras espécies de micoplasmas.
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A taxonomia é a disciplina cientifica que envolve a caracterizagao,
classificacdo e nomenclatura de entidades biolégicas e é fundamental também para
a comunicacao precisa entre cientistas e para a transferéncia bem-sucedida de
conhecimento para o publico em geral, com implicacbes para as politicas
ambientais, legais e de pesquisa (MORA et al, 2011). No presente trabalho, dos 20
produtos amplificados pelo ensaio de PCR destinado ao sequenciamento
nucleotidico, 19 tiveram suas sequéncias elucidadas e as espécies contaminantes
corretamente identificadas, as quais foram depositadas na plataforma Genbank do
NCBI. A amostra 25 que nao foi corretamente sequenciada apresentou picos
sobrepostos nos cromatogramas, possivelmente pela coamplificagcdo de mais de
uma sequéncia. Como outras amostras da linhagem THP-1, mesma linhagem da
amostra 25, foram amplificadas por esse ensaio e tiveram o produto de PCR do
micoplasma contaminante corretamente sequenciado - acredita-se que a
sobreposicao dos picos nos cromatogramas tenham sido causados por mais de uma
espécie contaminante nesta amostra. Yarza e colaboradores (2014) sugeriram
limites taxondmicos racionais para bactérias e archaea com base na identidade do
rrs e concluiram que sequéncias de pelo menos 1.300 nucleotideos sdo necessarias
para uma hierarquia confiavel de alta taxa, ou seja, de género e taxa superiores. O
método de PCR e sequenciamento padronizado para identificacdo de espécie de
micoplasma forneceu sequencias do rrs que variaram entre 1.447 e 1.468 pb. No
entanto, o limite de deteccdo desse ensaio ndo foi tdo bom quanto o PCR de
deteccdo, ou seja, os oligonucleotideos utilizados para amplificar o produto de
sequenciamento s6 foram capazes de gerar produtos apreciaveis com maiores
concentracfes de DNA molde (dados ndo mostrados). Essa diferenca nos limites de
deteccdo corrobora a menor quantidade de amplificacdes positivas do PCR para
sequenciamento em relacdo ao de deteccdo nas amostras de células eucarioticas
analisadas. Entretanto, assevera-se que o0 ensaio de sequenciamento de fragmento
do rrs de micoplasmas foi desenvolvido com o intuito de identificar a espécie da
Classe Mollicutes isolada em cultura pura; fim ao qual o ensaio se prestou com
bastante sucesso.

Como perspectiva deste trabalho, novos oligonucleotideos iniciadores para
deteccdo de micoplasma serédo pesquisados e avaliados em abordagem de PCR em
tempo real, que apresenta diversas vantagens em relacdo a abordagem

convencional, end-point. Como a viabilidade ndo é considerada em ensaios
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moleculares de amplificacdo de DNA, ao contrario dos métodos de cultura que
fornecem informacdo sobre a presenca de microrganismos capazes de replicar e
permanecer contaminando as linhagens celulares, o isolamento de micoplasmas
oriundos de contaminacgdao celular proporcionaria o acréscimo de linhagens a CBRVS
e expandiria a possibilidade de tipificagdo. Os préximos passos de nossa
contribuicdo ao entendimento do estado de contaminacdo de culturas celulares sera
dado tanto pela cultura quanto por métodos moleculares.

Devido a completa caréncia de qualguer MR microbiolégico para micoplasmas
em nosso Pais e ao nosso entendimento da sua importancia na garantia da
qualidade e confiabilidade dos ensaios realizados nos laboratérios de analise de
produtos biolégicos, foram avaliados métodos microbiolégicos alternativos e rapidos,
baseados em citometria de fluxo, para aferir a viabilidade de micoplasmas
relacionados a contaminacéo de linhagens celulares com vistas a produgéo de MR.

Os estudos pioneiros de citometria de fluxo com células de micoplasmas
foram conduzidos no final dos anos 80, com intuito de detectar e diferenciar os
patégenos aviarios M. gallisepticum e M. synoviae (MAY; BRANTON; CUCHENS,
1988). Essa metodologia também foi bastante aplicada por Assuncdo e
colaboradores (2007) com objetivo de quantificar micoplasmas em estudos sobre o
crescimento desses microrganismos utilizando a marcagdo com SYBR Green |, que
se liga especificamente aos acidos nucleicos e apresenta alta afinidade por DNA,
porém néo é capaz de discriminar células vivas de células mortas.

A cepa de M. gallisepticum CBRVS 00734 foi escolhida como modelo, entre
os microrganismos da Classe Mollicutes incorporados na CBRVS para os
experimentos de citometria de fluxo de viabilidade deste trabalho, por ser bastante
representativa entre os micoplasmas recomendados para o controle de qualidade de
produtos biolégicos, ou seja, por pertencer ao Género Mycoplasma, fermentar
glicose e apresentar crescimento 6timo a 37°C numa tenséo de 5% de CO2. Além
disso, essa cepa apresenta crescimento relativamente rapido e forma colbnias em
formato de "ovos-fritos" bem caracteristicas, facilitando sua quantificacdo em meios
de cultura solidos.

Antes de iniciar os experimentos para aferir a viabilidade dos micoplasmas
por citometria de fluxo, fez-se necessario obter informagBes sobre a taxa de
crescimento da espécie escolhida como modelo no meio alternativo empregado ao

seu cultivo. Os resultados foram bastante semelhantes aos achados de Morowitz e
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Maniloff (1966) no que diz respeito ao tempo de geracdo da cepa modelo (M.
gallisepticum CBRVS 00734 - PG31) cultivada no meio de Frey modificado e da
cepa de M. gallisepticum A5969, ou seja, 3,2 e 3,5 horas, respectivamente.

A expectativa inicial para inferir a viabilidade de micoplasmas contaminantes
de culturas celulares por citometria de fluxo era padronizar trés diferentes
marcadores de viabilidade, sendo dois especificos para células vivas (CFDA e CTC)
e um para células mortas (TOPRO), de forma que os resultados de cada marcador
pudessem ser corroborados pelos outros dois numa analise Unica.

TOPRO é um marcador de DNA, vermelho fluorescente com pico de emissao
em 661 nm que apresenta como caracteristicas fundamentais: ser sensivel ao DNA
dupla-fita e impermeavel a membrana celular integra, sendo um indicador muito util
para afericdo da baixa viabilidade em populagbes celulares (MILANOVICH et al.,
1996). CFDA, por sua vez, € um substrato fluorogénico esterificado que € hidrolisado
nos grupamentos diacetato por esterases intracelulares. Mede tanto a atividade
enzimatica que € necessaria para ativar sua fluorescéncia, quanto a integridade da
membrana celular, imprescindivel para a retencdo intracelular de seu produto
fluorescente verde — a carboxifluoresceina, que possui pico de emissdao em 520 nm
(CAVAREC et al, 1990). Ambos, TOPRO e CFDA, mostraram-se eficientes em
marcar positivamente as células dos micoplasmas estudados.

O CTC é um corante oxi-redutor utilizado para determinar a atividade
respiratoria de bactérias. Sua reducdo ao composto insoluvel formazan, emissor de
fluorescéncia laranja na faixa de 630 nm, distingue células ativas, ou seja, realizando
respiracdo celular, de células inativas (KAPRELYANTS et al., 1993). Entretanto, o
CTC néao foi capaz de marcar de M. gallispeticum de forma efetiva e foi, portanto,
descartado como possivel indicador de viabilidade celular para o0s outros
micoplasmas. Esse fato pode ser devido ao truncado sistema de respiracdo dos
molicutes, uma vez que esses microrganismos carecem de quinonas e citocromos,
apresentando um ciclo do &cido citrico incompleto (RAZIN; HAYFLICK 2010). E
possivel que as vias metabdlicas da respiragdo celular dos micoplasmas, por serem
de baixo rendimento energético, ndo sejam suficientes para reduzir o CTC ao
formazan fluorescente.

A importancia do correto estabelecimento do controle de morte para ensaios
de citometria de fluxo de viabilidade reside na necessidade da comparacao das

amostras aos controles em cada experimento, evitando resultados falsos. A
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avaliacdo dos diferentes controles de morte testados experimentalmente para M.
gallisepticum apontaram para incubacdo em etanol 15% como sendo o melhor
tratamento, ndo so pela efetiva reducéo da viabilidade (corroborada pela contagem
de coldnias), mas também pela menor reducdo da celularidade. No entanto, os
resultados dessa espécie nos ensaios em que foi utilizada como controle para os
outros micoplasmas evidenciaram uma reducdo de aproximadamente 80% na
guantidade de eventos por microlitro quando a condicdo experimental foi comparada
ao controle de morte. Dessa forma, novas avaliacfes, acerca do controle de morte,
podem ser realizadas com a perspectiva de reduzir essa diferenca.

O citbmetro de fluxo utilizado neste trabalho, o CytoFLEX, permite a
enumeragdo de eventos por microlitro dispensando a utilizacdo de beads de
contagem. Tal propriedade pode ser explorada com intuito de quantificar células de
micoplasmas vivas e mortas na producdo de material de referéncia microbioldgico.
Gweon e colaboradores, em 2017, utilizaram os valores percentuais de citometria de
fluxo de viabilidade aliados aos resultados obtidos em contadores de particulas para
determinar a poténcia de vacinas BCG. Nesse sentido, abordagens semelhantes
podem ser realizadas utilizando a quantificacdo de eventos e a taxa de viabilidade
para inferir 0 nimero absoluto de microrganismos vivos e mortos nas amostras. O
que pode ser interessante nao s6 para métodos microbioldgicos convencionas, mas
também para os moleculares. Um mesmo material de referéncia, avaliado dessa
forma, serviria a diferentes métodos de anélise — onde os vivos seriam considerados
como unidades formadoras de colénias e a soma de todos os eventos, cépias de
genoma.

Para avaliar a aplicabilidade do ensaio citofluorimétrico padronizado para M.
gallisepticum, em outras espécies recomendados pelas farmacopeias americana e
europeia para o controle de produtos biolégicos, foram selecionadas cinco novas
espécies consideradas representativas. A estratégia foi incluir pelo menos uma
espécie de cada um dos géneros, ou seja, foram avaliadas Acholeplasma laidlawii e
Spiroplasma citri. Dentro do género Mycoplasma, incluimos espécies provenientes
de diferentes fontes de contaminacdo e com caracteristicas metabdlicas distintas.
Sendo M. gallisepticum um contaminante aviario e fermentador de glicose, foram
escolhidos: M. arginini e M. hyorhinis como contaminantes de suinos, sendo que o
primeiro hidrolisa arginina e o segundo fermenta glicose. Por fim, M. orale

proveniente de seres humanos, anaerobio que hidrolisa arginina.
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O ensaio de citometria utilizando CFDA e TOPRO padronizado para M.
gallisepticum se mostrou eficaz também na afericdo da viabilidade M. hyorhinis e S.
citri. Novos estudos sdo necessérios para melhorar a discriminacado entre células
vivas e mortas de M. arginini e M. orale.

Para A. laidlawii, a marcacdo com CFDA também se mostrou eficaz. No
entanto os resultados com TOPRO foram inconsistentes. Notadamente, a
porcentagem de células marcadas positivamente na condicdo experimental foi maior
do que no controle de morte em todos os experimentos marcados com TOPRO.
Esses resultados podem ter sido encontrados devido a natureza da membrana
dessa espécie. A maioria dos molicutes depende de colesterol para constituicdo da
membrana, sendo parcial ou totalmente incapaz de sintetizar acidos graxos. A.
laidlawii, ao contrario, ndo apresenta colesterol na membrana e sintetiza pequenas
quantidades de &cidos graxos saturados quando cultivado em meio livre de lipideos.
A composicao das membranas celulares, nesse género, difere dos demais molicutes
sendo composta principalmente por lipideos neutros e pigmentos (SEREBRYAKOVA
et al., 2011; VANYUSHKINA et al.,, 2014). De qualquer forma, novos estudos e
padronizacdes particulares podem ser necessarios, principalmente pela comparacgéo
dos resultados de citometria com o cultivo do microrganismo, iniciando pela curva de
crescimento conforme realizado com M. gallisepticum.

Alteracbes morfoldgicas nos graficos FSC vs. SSC foram detectadas para
todas as espécies da Classe Mollicutes marcadas com CFDA, até mesmo na menor
concentracdo avaliada (8nM). As células apresentaram uma diminuicdo no FSC,
porém essa populacdo foi negativa para marcacdo com CFDA. Como tentativa de
remover esse artefato, lavagens com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) em
diferentes concentracdes foram realizadas, sem sucesso (dados ndo mostrados). O
emprego de menores concentragbes de CFDA até diminuiu essas alteracdes
morfologicas, mas também diminuiu a incorporacdo do marcador pelas células
viaveis. Portanto, foi adotada a estratégia de exclusédo de doublets pela clusterizagcéo
de singlets na diagonal (FSC—-A vs. FSC—-H) apéds a definicdo dos gates por tamanho
utilizando as beads Megamix. ApOs exclusdo dos doublets, houve uma drastica
diminuicdo desses artefatos de reduzido tamanho no gate morfolégico SSC-H vs.
FSC-H.

Outros estudos utilizando CFDA para avaliacdo da viabilidade de

microrganismos relacionados a Classe Mollicutes ndo relataram a observagéo de
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artefatos com esse marcador (GHANDI; SHAH, 2015), nem mesmo utilizando o
reagente do mesmo fabricante (KOLEK et al., 2016). Mohammadpour e
colaboradores (2010) desenvolveram um protocolo de marcacao para quantificacao
de Mycoplasma agassizii viaveis empregando ndo somente CFDA, mas também
lavagens com PBS e também néo fizeram qualquer alusdo a eventos com baixo
FSC. Uma possivel explicacdo para esses artefatos, em detrimento ao observado
por outros autores, pode ser a maior resolucao do citbmetro de fluxo utilizado, uma
vez que o Cytoflex € capaz de detectar particulas menores do que 200 nm.

E notério que a citometria de fluxo ampliou largamente o conceito de
viabilidade em microrganismos, adicionando diferentes estagios de viabilidade e
vitalidade celular. Em 2011, Davey considerou que ha seis niveis de vitalidade: i)
vivo, em que a célula é metabolicamente ativa, ii) célula viva com atividade
metabolica reduzida, iii) célula intacta com contetdo reduzido de RNA, iv) célula
intacta sem atividade metabdlica detectavel, v) célula com extenso dano membranar
e vi) célula com DNA degradado. Essa classificacdo leva a uma pergunta inevitavel:
um microrganismo metabolicamente ativo, mas incapaz de se replicar pode ser
considerado viavel? A resposta pode variar muito dependendo do(s) marcador(es)
utilizado(s) e do microrganismo estudado. Nesse sentido, € importante destacar que
outros marcadores de viabilidade podem e devem ser avaliados para ensaios de
citometria de fluxo de viabilidade para micoplasmas.

Em resumo, a técnica de citometria de fluxo para estudos de viabilidade se
revela como uma vigorosa ferramenta para facilitar e aumentar as propriedades
metrologicas na producdo de material de referéncia de micoplasmas contaminantes
de culturas de células, possibilitando o aumento da comparabilidade entre métodos
de deteccdo destes agentes adventicios e, consequentemente, melhorando a

seguranca dos produtos bioldgicos.
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6 CONCLUSOES

Dezoito cepas de microrganismos de referéncia da Classe Mollicuttes foram
incorporadas na CBRVS, as quais estdo disponiveis para utilizagdo no
desenvolvimento de diferentes ensaios de controle de qualidade de produtos
biolégicos no INCQS.

Todas as 18 cepas de microrganismos de referéncia da Classe Mollicuttes
incorporadas na CBRVS foram cultivadas num Unico meio de cultura, facilitando e
tornando mais simples e acessivel o cultivo de micoplasmas e sua deteccao por
cultivo do microrganismo.

O ensaio de deteccdo de micoplasmas por PCR end-point, padronizado
previamente em Bio-manguinhos para produtos intermediarios da vacina de FA, foi
utilizado para avaliar o estado de contaminacdo de amostras de linhagens em
diferentes institutos de pesquisa e ensino na cidade do Rio de Janeiro e sugeriu que
76,3% das amostras testadas estavam contaminadas, realcando a importancia e o
impacto dos micoplasmas como contaminantes de células eucaribticas.

O ensaio de amplificacdo e sequenciamento nucleotidico de fragmento do rrs
de microrganismos da Classe Mollicutes foi eficiente no controle de qualidade dos
micoplasmas incorporados na CBRVS e também para a identificacdo de alguns dos
contaminantes amplificados a partir das linhagens celulares testadas.

Os micoplasmas contaminantes de culturas de células mais prevalentes
dentre os identificados no estudo foram M. arginini, M. hyorhinis e M. orale em 13, 5
e 1 amostras, respectivamente.

Foi padronizado um ensaio de viabilidade baseado em citometria de fluxo
para M. gallisepticum, o qual foi aplicado com sucesso em M. hyorhinis, S. citri e
parcialmente em A. laidlawii (apenas CFDA).

A aplicacdo das metodologias de deteccéo e identificacdo de micoplasmas
pode ser utilizada para o controle de culturas celulares diretamente no INCQS,
notadamente no Setor de Culturas de Células do Laboratério de Vacinas Virais,
Biofarmacos e Culturas de Células que mantém e fornece linhagens celulares para
0s ensaios de controle e experimentais realizados nos Departamentos de
Imunologia, Farmacologia e Toxicologia e no Centro Brasileiro de Validagdo de

Métodos Alternativos.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0CC4QFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.jusbrasil.com.br%2Ftopicos%2F27193877%2Fcentro-brasileiro-de-validacao-de-metodos-alternativos-bracvam&ei=KdMHVNCTG-rbsATH8ICoBA&usg=AFQjCNEt51gYKIOdqif7JM5r8o4BVZsxzQ&sig2=oLeI2PO8shoLFFiX8zq8qw&bvm=bv.74649129,d.cWc
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A geracdo de conhecimento na é&rea de quantificacdo e viabilidade de
microrganismos por citometria de fluxo pode ser diretamente revertida para projetos
de desenvolvimento tecnoldgico nas areas de producdo de material de referéncia

microbiolégico e controle de produtos dependentes do crescimento microbiano.
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ANEXO 1 — FORMULACOES DOS MEIOS DE CULTURA RECOMENDADOS
PELO ATCC PARA CADA UMA DAS CEPAS DE MICRORGANISMOS DA
CLASSE MOLLICUTES E MEIOS RECOMENDADOS PELAS FARMACOPEIAS
AMERICANA E EUROPEIA PARA CONTROLE DE MICOPLASMAS EM

PRODUTOS BIOLOGICOS

PARTE A: MEIOS DE CULTURA RECOMENDADOS PELO ATCC

As formulacdes dos meios de cultura recomendados pelo American Type
Culture Collection (ATCC) para o crescimento dos microrganismos da Classe
Mollicutes utilizados nesse estudo estdo descritos neste anexo e sdo formulados a
partir de duas diferentes fracbes. A primeira fragcdo, denominada de base, é
esterilizada por calor (121°C por 15 min), enquanto a segunda, denominada de
suplemento, deve ser esterilizada por filtracdo (0,22 uM). A mistura do suplemento a
base deve ser realizada quando ambos estiverem em 55°C. O Agar é adicionado

apenas na producéo dos meios sélidos.



1- Meio ATCC 243 (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2019a)

Base:

Caldo de infusdo de coragao...........c.ooviiiiiiiiiiiiii e 1759
Agar nobre (Se NecesSario)..........ccoviviiiiiiiiiiii e 10g
AQUA (G.5.D.)- et 700 mL

Suplemento:
Soro de cavalo (inativado a 56°C por 30 min)................... 200 mL

Extrato de levedura 15% ... e 100 mL

Ajustar o pH final para 7,4.



2- Meio ATCC 484 (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2019b)

Base:
CaldO PPLO.....iiiiiiiiiieee ettt 14,79
Arginina hidroclorada............coeeeeeiiiiiieeee e 2,19
Agar Nnobre (S€ NECESSANO)......cuvvuiireeee e e eeenen 109
AQUA (G:5.D.) et 700 mL

Suplemento:

MEIO MEM (L00X)....veeeereeereeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseseeeseseeseeesereseeenens 1 mL
(€101 7= 0 01 o = T 1,46 g
Vermelho de fenol.............coooiiic e, 20 mg
Soro de cavalo (inativado a 56°C por 30 min)................... 200 mL
Extrato de levedura 15%...........uuueeeieeiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeee 100 mL

Ajustar o pH final para 7,1.



3- Meio ATCC 988 (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2019c)

Base:
(010 [0 TN =] = 1 J U 119
B 100 3 - USSR 109
L€ 1o 0 1= 2RSSR 50
Agar nobre (S€ NECESSANO)........cvviuiiriiriieii e 10g
AQUA (G:5-P.) et e, 625 mL

Suplemento:

CIMRL (L0X). v vveeeteeeeeeeeeeeeeeeee et ee e eeseres e eeeeeesereeenees 50 mL
YeStolate (2%0)....ccceeeeeee e 100 mL
Vermelho de fenol...........coooiiiiiii 20 mg
Soro fetal bovino (inativado a 56°C por 30 min)................ 170 mL
Extrato de levedura 15%..........eeevvvviiiiiiiiiiiiii, 35 mL
AQUA (:5.D.)- e, 375 mL

Ajustar o pH final para 7,5.

99



4- Meio ATCC 2611 (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2019d)

Base:
(01 o [ TN = = I J SRR 3549
B I ] (0] o - USSR 10g
PEPIONA. e 59
Agar nobre (S€ NECESSANO)........ovveuiiiiriiiieeieeieieieeeaens 15 ¢
AQUA (G25D-) et 500 mL

Suplemento:
CMRL (L0X)eeiiiieeiiieeeeeee e e e e e e e e 50 mL

Yestolate (10%0)....ccccceeeeiiieeeeeeeerr e 20 mL

GlICOSE. ..ttt D O

Vermelho de fenol...........cooooiiiiiii 20 mg
Soro fetal bovino (inativado a 56°C por 30 min) ................ 170 mL
Extrato de levedura 15%..........ceeeevviiiiiiiiiiiii, 35 mL
X U (o N <70 D 500 mL

Ajustar o pH final para 7,4.

100



5- Meio ATCC 2764 (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2019e)

Base:
(01 [0 [o 11 = = I J PSSR 3,50
LI ] 0 3 - VPP 109
PePIONA. e 59
DNA (esperma de PEIXE)....cceeieeiieeeeeeeieeeeeeeeeeiecee e e e e e e e e 0,29
Agar nobre (S€ NECESSANO)........cvviirieii i eeeene e 10g
AGUA (0:5.P.) e et 640 mL

Suplemento:

CIMRL (L0X) e ttteeeeeieeee et ettt e e e 50 mL
YESIOIAtE (290)..ceeeeeeeeeeiiiie it 100 mL
GlICOSE. ...t s 10g
L-cisteina hidroclorada.............coooueeiiiieeiiiiieeeeeeeeeeee e 0,01g
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo............ccccoovvevevviivnennnnn.. 0,19
Soro fetal bovino (inativado a 56°C por 30 min).................. 85 mL
Soro suino (inativado a 56°C por 30 min)..........cccccceevvevnnn. 85 mL
e T (o 3« Y0 T 360 mL

Ajustar o pH final para 7,4.

101
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6- Meio ATCC 668 (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2019f)

Base:
(01 [0 [o 11 = = I J PSSR 219
I o0 3 - VSRS 10g
SOIDIOL.....c e 709
Agar nobre (S€ NECESSAMNO)......c.vvviireeii i eeeeene 10g
AQUA (G25-P.) et 650 mL

Suplemento:

Arginina hidroclorada............cccoooviiiiiiiiiiiccee e 4,2 g
GlICOSE. et 19
FrULOSE. .o 19
SACAIMOSE. ...ttt e e 10g
Vermelho de fenol............ooooiiiii 20 mg
Soro equino (inativado a 56°C por 30 min)..............ccceeee... 200 mL
Extrato de levedura 15%..........ceeeevviiiiiiiiiiiii, 100 mL
AQUA (5D et 350 mL

Ajustar o pH final para 7,5.
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7- Meio ATCC 798 (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 20199)

Base:
(01 [0 [o 11 = = I J PSSR 219
B I ] 10 - VRSP PRPUS 10g
PEPIONAL et 849
SOIDIOL.....cc e ———————————— 70 ¢
D-glICOSE... oo 19

D 101 01T TR PPPPOOPRRPU 19
SACANDSE. et eii ettt et 109
Agar nobre (S€ NECESSAMNO)........cvviirieii i eeene 10g
AQUA (G25-P.) e, 700 mL

Suplemento:

Meio Schneider para Drosophila............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 160 mL
Vermelho de fenol...........ooooiiiiii e 6 mg
Soro fetal bovino (inativado a 56°C por 30 min) ................ 50 mL
Extrato de levedura 15%...........eeeeviiiiiiiiiiiiiis 10 mL
AQUA (5D eveeeeee et 300 mL

Ajustar o pH final para 7,8.
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PARTE B: MEIOS DE CULTURA RECOMENDADOS PELA FARMACOPEIA

EUROPEIA (MYCOPLASMAS..., 2014)

8- Hayflick (recomendado para detec¢cdo de micoplasmas em geral)

Caldo de infus@o de coragan..........coevvvveniiiiiieiiiiieeeeaeen 90 mL
1Yo ] o 1 =Y U] T PP 20 mL
Extrato de levedura 250 g/L......cccooveeiiieieiiiiiiiiieeeeen 10 mL
Vermelho de fenol 0,6 g/L..........uveeeiiiiiiieiiieeeee e 5mL
Penicilina 20.000 UI/ML......ccooiiiiiiiiiieiieieeeeeeee e 0,25 mL
DINA 2 Q7L ittt 1,2mL

9- Meio Frey (recomendado para a deteccao de M. synoviae)

Caldo de infusdo de Coragao..........ccovviviiiiiiiii e 90 mL
VItAMINAS ESSENCIAIS. ... ceveieeeieiieeee e e e e e e e e eaaeaes 0,025 mL
Solugéo de glicose monohidratada 500 g/L..........ccccccvvnennnnen. 2mL

RS To ] {0 =] U [ T T 20 mL
Solucéo de L-cisteina hidroclorada 10 g/L........ccccceeveeeeeennnnn. 10 mL
Solugéo de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo 10 g/L......... 10 mL
Vermelho de fenol 0,6 g/L........euuveeiiiiiiiiiiiei e 5 mL

Penicilina 20.000 UI/ML....c.uiiiniiieieeeeee e 0,25 mL



10- Meio Friis (recomendado para a detec¢do de micoplasmas néo-aviarios)

Solugao balanceadade Hank...................ocooiiiiii e 800 mL
Agua destilada...........cc.coveeveueieeeieeee e 67 mL
Infusdo de cérebro e Coragao0.........covviiiiiiiiiiiiiiii e 135 mL
CaldO PPLO.....ciiiiiieeeeeeee ettt 248 mL
Solugdo extrato de levedura 170 g/L.......ceveeiiiiiiiiiiiiiis 60 mL
BaACIIACING. ...eeveieiiiiieee e 250 mg
MELICHING. ... 250 mg
Vermelho de fenol 5 g/L.......oovvvveeeiiiiiiiiiiii e, 45 mL
R Te ] {o =0 [ U] T T 165 mL

SOM0 SUINO . e e e 165 mL
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