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RESUMO

Contaminações por micoplasmas são problemas relevantes em cultivos celulares,

pois podem promover alterações citopáticas in vitro, originando resultados irreproduzíveis e

errôneos que contribuem para o aumento das despesas laboratoriais. Diversas técnicas

têm sido utilizadas para detectar micoplasmas, contudo, muitas delas são demoradas,

pouco sensíveis, difíceis de interpretar ou não permitem a detecção das principais espécies

destes contaminantes. Em virtude disso, o propósito da dissertação é validar um método de

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para detecção de Mycoplasma e Acholeplasma,

desenvolvido no INMETRO, em projeto de mestrado do Programa de Pós-Graduação em

Biotecnologia (2018). A validação é de extrema importância para assegurar que a nova

metodologia estabelecida está apta ao seu objetivo proposto. Para tal fim, foram utilizados

como matrizes e padrões, respectivamete: (i) amostras de culturas celulares previamente

testadas por método bioquímico para confirmação de que estavam livres de contaminação,

(ii) DNA de bactérias filogeneticamente relacionadas aos microrganismos de interesse e (iii)

DNA de Mycoplasma orale, M. arginini e Acholeplasma laidlawii. Os dois últimos itens foram

gentilmente cedidos pelo INCQS-Fiocruz ou pela UFF, sendo Mycoplasma e Acholeplasma

sequenciados e quantificados por PCR digital (ddPCR). Os experimentos foram realizados

em consonância com a ISO 17.025, seguindo as orientações do DOQ-CGCRE-008, que

demanda testes de seletividade e definição do limite de detecção para métodos qualitativos.

Durante os ensaios de seletividade notamos a amplificação específica das bandas de 70pb

e 148pb apenas nos microrganismos de interesse. Além disto, foi possível verificar que,

quando presentes, as matrizes celulares utilizadas interferiram positivamente na intensidade

das bandas específicas de Mycoplasma e Acholeplasma. Nos ensaios de determinação

do Limite de Detecção do método, identificamos que a PCR em validação pôde detectar

pelo menos 5 cópias de DNA de A. laidlawii em 20μL de reação e 100 cópias de DNA de M.

orale em 20μL de reação.

Palavras-chave: Micoplasmas, PCR, Ensaio de Detecção, Validação, ddPCR.



ABSTRACT

Mycoplasma contamination is a relevant problem in cell cultures as it can promote

cytopathic changes in vitro, leading to non-reproducible and erroneous results that contribute

to increased laboratory costs. Several techniques have been used to detect mycoplasma,

but many of them are time-consuming, not very sensitive, difficult to interpret, or do not

allow detection of the main species of these contaminants. The aim of the dissertation

is the validation of a polymerase chain reaction (PCR) method developed at INMETRO

for the detection of Mycoplasma and Acholeplasma in a master’s project of the Graduate

Program in Biotechnology (2018). Validation is extremely important to ensure that the

newly established methodology is suitable for the proposed goal. For this purpose, the

following were used as matrices or standards: (i) cell culture samples previously tested

by biochemical methods to confirm that they were free from contamination, (ii) DNA from

bacteria phylogenetically related to the microorganisms of interest , and (iii) DNA from

Mycoplasma orale, M. arginini and Acholeplasma laidlawii. The last two items were kindly

provided by INCQS-Fiocruz or UFF, and Mycoplasma and Acholeplasma were sequenced

and quantified by digital PCR (ddPCR). The experiments were performed according to ISO

17025 following the guidelines of DOQ-CGCRE-008, which require selectivity testing and

the definition of the limit of detection for qualitative methods. During the selectivity assays

we noted the specific amplification of the 70bp and 148bp bands only in the microorganisms

of interest. Furthermore, it could be demonstrated that the cell matrices used, if present,

interfered positively with the intensity of the specific bands of Mycoplasma and Acholeplasma.

In the tests to determine the limit of detection of the method, we found that the PCR in the

validation, was able to detect at least 5 copies of A. laidlawii DNA in 20μl reaction and 100

copies of M. orale DNA in 20μl reaction.

Keywords: Mycoplasmas, PCR, Detection Assay, Validation, ddPCR.
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1 INTRODUÇÃO

Conhecida historicamente como cultura de tecidos, a cultura de células foi

desenvolvida com o intuito de estudar a biologia das células de tecidos animais. Atualmente

a técnica consiste em um conjunto de métodos desenvolvidos para isolar, manter e

proliferar células, viabilizando o seu estudo em condições controladas e livres de

interferências sistêmicas dos organismos que lhes deram origem (FRESHNEY, 2015) .

A contaminação dessas culturas celulares é um problema antigo, cujos primeiros

relatos remontam à década de 50 (ROBINSON, 1956). O problema é muitas vezes

negligenciado, por isso, pode ser apontado como um dos diversos componentes

responsáveis pelo que se conhece hoje como a “crise de irreprodutibilidade” (BAKER,

2016) . A reprodutibilidade em estudos pré-clínicos, que abrange a negligência no cultivo de

células, custa 28 bilhões de dólares anuais apenas nos Estados Unidos (FREEDMAN,

2015).

As contaminações celulares podem ser devidas a agentes biológicos ou químicos.

Os contaminantes biológicos mais encontrados em células são micoplasmas, vírus,

bactérias e leveduras. A presença das leveduras ou bactérias em cultivos celulares, na

maior parte das ocorrências, é facilmente detectada macro e microscopicamente. Contudo,

contaminações provenientes de agentes como micoplasma e vírus podem passar

despercebidas (VOLOKHOV, 2011). Existem diferentes fontes de contaminação por

micoplasmas em cultivos celulares, definindo-se normalmente como as principais, as

associadas aos humanos, bovinos e suínos (Figura 1).

Os operadores nos laboratórios são as principais fontes de M. orale, M. fermentans

e M. hominis. Estas espécies de micoplasmas equivalem a mais da metade de todas as

contaminações por micoplasma em cultura de células e, fisiologicamente, são encontradas

no trato orofaríngeo humano. M. arginini e A. laidlawii são outros dois contaminantes comuns

em culturas de células e são oriundos do soro fetal bovino (SFB). Já as soluções de tripsina

constituem a maior fonte de M. hyorhinis (SHMUEL, 1998).
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Figura 1 – Frequência de Detecção de Mycoplasma spp. em Cultivos Celulares

Fonte: Adaptado de Nikfarjam, L., & Farzaneh, P. (2012).

1.1 Classe Mollicutes:

Conhecidos comumente como Micoplasmas, as bactérias da classe Mollicutes, no

filo dos procariotos, incluem as mais simples e menores formas de vida com capacidade de

autorreplicação (NIKFARJAM; FARZANEH, 2012). São bactérias que apresentam elevada

proporção de guanina e citosina em seu genoma e, por isso, estima-se que sejam

evolutivamente provenientes de bactérias gram-positivas (CITTI; BLANCHARD, 2013). A

maioria dos micoplasmas são parasitas que exibem rigorosas especificidades a

hospedeiros e tecidos. A dependência desses micoplasmas em relação às células

eucarióticas dá-se por possuírem um dos menores genomas procarióticos

(aproximadamente 0,6Mb), carecendo de alguns genes para a síntese de mensageiros de

macromoléculas primordiais .(OLARERIN-GEORGE; HOGENESCH, 2015)

Uma característica comum a todos os membros deste grupo é a ausência de parede

celular, o que lhes confere pleomorfismo, que pode ocorrer por dois mecanismos distintos:

resposta ao ambiente ou mudanças aleatórias da expressão gênica, que suscita a sua

fusão com a membrana das células hospedeiras e permite o compartilhamento dos seus

componentes citoplasmáticos e de membrana, assim como o uso dos metabólitos celulares

necessários para a sua proliferação (TANG, 2000). Ainda com relação a essa característica,

podemos apontar como peculiaridades: a resistência dos micoplasmas a alguns antibióticos
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como a Penicilina (cujo mecanismo de ação envolve a inibição da síntese da parede

celular) e sua capacidade de atravessar os filtros normalmente utilizados nos processos

de esterilização de meios de cultura (filtros de 0,2μm) (JEAN, 2017). Vale mencionar

que existem antibióticos eficazes contra micoplasmas, no entanto, seu uso contínuo pode

promover citotoxicidade, sendo estes tratamentos apenas aconselhados quando as células

são valiosas e impossíveis de serem substituídas (NIKFARJAM; FARZANEH, 2012)

As contaminações por micoplasmas podem acarretar alterações nas culturas

celulares como, por exemplo: alterações no ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) com efeito

direto no suprimento de energia; em cromossomos e no metabolismo de aminoácidos e

ácidos nucleicos, em especial, metabolismo da arginina, purinas e biossíntese de

aminoácidos, semelhantes às mudanças que ocorrem por decorrências nutricionais, com

redução da taxa de crescimento (YU, 2016). Da mesma forma, podem induzir a secreção

das citocinas pró-inflamatórias, tal como: fatores de necrose tumoral (TNF)-α, interleucina

(IL)-1 e IL-6, quimiocinas, como IL-8, proteína quimioatraente de monócitos 1 (MCP-1),

proteína inflamatória de macrófagos 1 (MIP- 1α), fatores estimulantes de colônias de

granulócitos e monócitos (GM-CSFs), bem como prostaglandinas e óxido nítrico (ROTTEM,

2003). É importante salientar que a gravidade do efeito citopático varia conforme a espécie

de micoplasma, o tipo de célula alvo, a intensidade de infestação e o tempo de contato com

a cultura celular (NETTO, 2014). Pelo exposto, a contaminação das células em cultura por

micoplasmas podem colocar em dúvida os resultados de ensaios in vitro como, por

exemplo, as avaliações de citotoxicidade por viabilidade celular, utilizando MTT {brometo de

[3-(4,5-dimetiltiazol- 2yl)-2,5-difenil tetrazolio} e Vermelho Neutro, importantes em ensaios

normatizados para avaliar a segurança de fármacos, biomateriais e cosméticos. Assim,

podem provocar atrasos e perda financeira com descarte de produtos contaminados,

requerendo esforços para sua detecção e eliminação, apontando a importância do controle

da presença destes microrganismos nas indústrias biotecnológicas (NETTO, 2014;

OLIVEIRA, 2013).

1.2 Métodos de Detecção para Micoplasmas:

Diversas técnicas têm sido utilizadas para detectar micoplasmas, como o Isolamento

em Meio de Cultura, Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), Ensaio Imunoenzimático

(ELISA), Técnicas de Coloração Fluorescente do DNA, Microscopia Fluorescente e Ensaios

de Detecção de Níveis de Anticorpos referentes a agentes específicos (YOUNG, 2010; ZHI,

2010), conforme apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1 – Métodos para Detecção de Micoplasmas: Sensibilidade; Vantagens e Desvantagens

Fonte: Adaptado de (YOUNG, 2010)

Os ensaios mencionados no Quadro 1 são qualitativos, muito utilizados na prática

laboratorial para a determinação da presença ou ausência de um determinado analito na

amostra. Neste caso, estes ensaios apresentam como resultado a “presença” ou “ausência”

dos micoplasmas contaminantes nas culturas celulares. Este tipo de resultado é suficiente

para o diagnóstico em questão, não sendo necessário utilizar, para este fim, métodos

quantitativos que determinariam a quantidade de micoplasmas contaminantes nas amostras.

Geralmente os insumos e equipamentos para a realização de ensaios quantitativos são

mais caros e requerem mais tempo de execução, dessa forma, surge a necessidade de ser

obter alguma confirmação prévia, com um sistema de triagem (TRULLOLS, 2004).

Muitos dos métodos citados são reconhecidos pela comunidade científica, contudo,

podem ser demorados, pouco sensíveis, difíceis de interpretar ou não permitir a detecção

das principais espécies de Mycoplasma. De modo a solucionar estas limitações, instituições

normalizadoras e regulamentadoras, como o FDA (Food and Drug Administration) e a

Farmacopeia Europeia, têm aceitado o método de PCR como um método alternativo às
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técnicas padrão ouro de detecção (DREXLER; UPHOFF, 2002).

1.3 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para Micoplasmas:

Os métodos de detecção ideais devem ser sensíveis e específicos, mas também

simples, rápidos, eficientes e econômicos (HOORFAR, 2004). O método de Reação em

Cadeia da Polimerase (PCR) é um método molecular que permite a detecção de forma

rápida e sensível de segmentos específicos de DNA. Por sua ampla disponibilidade no

mercado, um dos kits comerciais de PCR mais utilizado por laboratórios de cultura de

células em todo o mundo é o Look®Out (Sigma-Aldrich). Apesar da comodidade de uso

desse teste pré-validado, temos como inconveniente seu alto custo, que inviabiliza muitas

vezes a realização desses testes no controle de qualidade das culturas celulares com a

periodicidade em que deveriam ocorrer. Em nosso laboratório, esses testes devem ser

feitos nos estoques celulares sempre que um novo lote do masterbank é produzido e

estocado, nos novos meios de cultura e soluções produzidas, nas culturas celulares antes e

após cada ensaio ou experimento e em qualquer caso de suspeita de contaminação. Com

uma alta demanda de ensaios, temos usado preferencialmente um método bioquímico na

rotina diária. Entretanto, conforme as diretrizes da (OECD, 2018), gostaríamos de poder

realizar também em nossa rotina de controle de qualidade a PCR como um segundo método

independente para confirmação dos resultados. Entretanto, isto torna-se inviável pelo alto

custo dos produtos comerciais dispníveis. Assim, buscando uma melhor relação custo e

beneficio, neste trabalho propomos realizar a Validação de um ensaio de PCR previamente

desenvolvido no INMETRO para a detecção deo micoplasmas em culturas celulares e seus

insumos (RAMOS JUNIOR, 2018).

1.4 Validação de Métodos Analíticos:

A validação de qualquer método analítico (quantitativo ou qualitativo) deve ser

realizada antecipadamente a sua aplicação na rotina laboratorial de ensaios, para que suas

características de desempenho sejam definidas e devidamente avaliadas. Documentos

normativos como a ISO/IEC17025 (2017) e o DOQ-CGCRE-008 (2020) REV.09 reforçam

que:

“Os laboratórios disponham de meios, critérios e objetivos para comprovar, por
meio da validação, que os métodos de ensaio que executam conduzem a
resultados confiáveis e adequados à qualidade pretendida”.

O método é considerado validado quando o mesmo é avaliado segundo uma série de

parâmetros estabelecidos e equipamentos suficientemente confiáveis para que as decisões

relacionadas possam ser tomadas com confiança. Neste trabalho, foram utilizados como

referência padrões de DNA de micoplasmas de diferentes espécies quantificados por

PCR digital, o método de referência para a quantificação absoluta de ácidos nucléicos
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considerado pelo JCTLM (Joint Committee for Traceability in Laboratory Medicine), https://w

ww.jctlmdb.org/.

1.5 PCR Digital (ddPCR):

A PCR digital foi criada para superar as limitações da PCR convencional em relação

à detecção quantitativa precisa de alvos moleculares. A ddPCR traz vantagens como:

Aprimoramento da precisão; Menos interferência de inibidores de PCR e dispensa a criação

de uma curva de calibração para estabelecer a concentração de cópias do alvo (DEPREZ,

2016), além de que, devido ao seu princípio de medição, a ddPCR é sugerida como

um método primário para certificar materiais de referência (DALMIRA, 2016), já que os

valores obtidos por ddPCR para a concentração de cópias de DNA podem ser rastreáveis

metrologicamente para o Sistema Internacional de Unidades (SI) (DUEWER, 2018).

Os princípios da PCR digital são baseados na divisão da amostra em centenas

ou milhares de compartimentos independentes, esses compartimentos são geralmente

criados por meio de microfluídica ou gel emulsivo. A amplificação ocorre de forma individual

em cada compartimento, permitindo que o número de cópias geradas seja diretamente

proporcional ao número de moléculas de DNA presentes no início da reação. A detecção e

quantificação dos produtos de amplificação é feita por meio da adição de um componente

fluorescente, e com base na amplitude de fluorescência, um limite simples atribui cada gota

como positiva ou negativa (HINDSON, 2011).

A padronização do volume da gota é de suma importância na utilização desta técnica,

pois um volume incorreto levará a uma subestimação ou superestimação do número de

cópias, podendo ter efeitos nas decisões finais do ensaio (KOšIR, 2017).

Com o volume da gota conhecido, a parcela de gotículas positivas é então usada

para estimar a concentração absoluta da sequência alvo. Como os fragmentos de DNA na

reação são distribuídos randomicamente pelas partições de gotas, uma correção com o

cálculo estatístico de Poisson possibilita atribuir as possibilidades das gotas terem nenhuma,

ou uma, ou até várias cópias. Logo, modelos estatísticos são aplicados para calcular os

limites de confiança das estimativas de concentração e suas razões Para 20.000 gotas, a

faixa dinâmica para quantificação absoluta vai de uma única cópia até aproximadamente

100.000 cópias. (HINDSON, 2011)
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2 JUSTIFICATIVA

Em consequência ao alto curto dos kits comerciais para detecção de micoplasmas

contaminantes em culturas celulares e à falta de conhecimento acerca dos componentes e

funcionamento desses kits que são, na realidade, uma “caixa preta” sobre a qual não temos

informação, escolhemos validar internamente um ensaio de PCR para este fim.

A disponibilização deste ensaio validado é considerada prioridade nas ações do

LABIO, o que resultou no desenvolvimento de uma PCR in house com a dissertação de

RAMOS-JUNIOR (2018) pelo Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia do INMETRO

e seu cadastro no Banco tecnológico do INMETRO. Neste ensaio, os reagentes necessários

apresentaram custo por reação 39 vezes menor que o Look®Out Mycoplasma Detection

Kit (Sigma-Aldrich). Em seguida, para que este ensaio possa ser utilizado na rotina do

laboratório ou em uma possível transferência de tecnologia ou patente, deve ser validado

conforme a ISO 17025 e o DOQ-CGCRE-008, sendo esta a ação proposta nesta dissertação.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Realizar a validação do método de ensaio de PCR para detecção de micoplasmas

desenvolvida por Ramos-Junior (2018) seguindo os parâmetros para validação de métodos

qualitativos do DOQ-CGCRE-008.

3.2 Objetivos Específicos:

• Estudo do DOQ-CGCRE-008 de validação de métodos conforme a ISO 17.025 e

planejamento dos experimentos de validação do ensaio;

• Realizar os experimentos de seletividade para validação da PCR com os iniciadores

Myc_spp_deg e A.laid3;

• Realizar os experimentos para identificar o limite de detecção da PCR com os

iniciadores Myc_spp_deg e A.laid3;

• Elaborar o relatório de validação.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Microrganismos de referência e culturas celulares:

Em diferentes épocas, culturas de diferentes espécies da classe Mollicutes ou seu

DNA foram cedidos pelo Departamento de Saúde Coletiva Veterinária e Saúde Pública

(UFF) e pela Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária (CMRVS,

INCQS, Fiocruz), para o desenvolvimento de padrões de DNA genômico (gDNA) utilizados

nos testes de Seletividade e na definição do Limite de Detecção da PCR em validação.

As espécies de micoplasmas utilizadas nestes trabalho foram: Mycoplasma orale (ATCC

23714/CMRVS #0515668), M. arginini (ATCC 23839/CMRVS #0615703) e Acholeplasma

laidlawii (ATCC 14089/CMRVS #0515670), os contaminantes disponíveis mais comumente

encontrados nas culturas celulares e de seus insumos.

Os sobrenadantes de culturas de diferentes células de mamíferos (humano, cão e

camundongo), livres de contaminação por micoplasmas foram empregadas como matrizes

nos testes de Seletividade da PCR em validação. Este material foi previamente testado

quanto à presença ou ausência de micoplasmas pelo método bioquímico MycoAlertTM

PLUS Mycoplasma Detection kit, Lonza).

4.1.2 Extração do DNA genômico e desenvolvimento de padrões e controles:

A extração do DNA genômico de cada um dos microrganismos de referência cedidos

pela UFF e dos sobrenadantes de culturas celulares descritas acima foi realizada usando

o kit GenEluteTM Blood Genomic DNA (Sigma Life Science), seguindo as instruções do

fabricante, porém, eluídos em apenas 50μl da solução do Kit.

Os DNA de microrganismos de referência cedidos pelo INCQS-Fiocruz já foram

disponibilizados extraídos com o protocolo recomendado para bactérias Gram negativas do

kit PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). No ato da extração de DNA, o material a ser

extraído foi inoculado seriadamente em meio de cultivo Frey modificado, que é um ajuste no

meio Frey original (FREY, 1968), a eficiência do meio modificado pode ser vista na figura

2, 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 cloridrato de cisteína, 30% (v/v) de soro equino e

30% (v/v) de soro suíno. Para os meios sólidos, adicionou-se 12 g/L de agarose. Os soros

foram inativados a 56 °C por 30 min, o NAD e a cisteína foram misturados e mantidos à

temperatura ambiente por 15 min antes de sua adição ao suplemento; o pH final foi ajustado

para 7,8. Os Mycoplasmas em meios de cultura líquidos e sólidos (21CAPP018) exibiram

o característico crescimento. Foram utilizadas duas colunas de extração para cada lisado
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celular e foram realizadas duas eluições de 75 μL para cada coluna – perfazendo 300 μL de

cada DNA genômico, aproximadamente.

Uma avaliação preliminar dos DNA genômicos extraídos foi realizada por

espectrofotometria (com o nanodrop 2000c, Thermo Scientific, EUA) usando a densidade

óptica em 260nm para quantificação e a relação 260nm/280nm para confirmação de

pureza. A quantificação absoluta do DNA de micoplasmas (em número de cópias) foi feita

no sistema QX200 de Droplet Digital PCR (Bio-Rad, EUA) com os oligonucleotídios

projetados por Ramos-Junior (2018), com reagentes Bio-Rad® e EVAGreen®,

Termociclador C1000TM Touch (Bio-Rad, EUA).

Os estoques de DNA foram mantidos em geladeira (4ºC - 8ºC) em microtubo selado

com parafilm. Com base nos resultados de quantificação absoluta do ddPCR, foram feitas

diluições seriadas para os ensaios de seletividade e Limite de Detecção.
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4.1.3 Sequenciamento e Análise Filogenética dos Microrganismos de Referência:

Para os microrganismos cedidos pela UFF, foram realizados os sequenciamentos no

próprio laboratório (LAMAC/DIMAV/INMETRO) pelo método Sanger (SANGER; COULSON,

1975), empregando BigDye® Terminator V3.1 e o equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems, EUA). Já o sequenciamento dos microrganismos de referência cedidos

pelo INCQS-Fiocruz, foram executados pela empresa ACTgene-AgregaBiotec (https://www.

agregabiotec.com/) que, adicionalmente, incluiu como resultado a análise filogenética das

sequências. A escolha na utilização de uma empresa terceirizada para o sequenciamento,

deu-se pela indisponibilidade do sequenciador no LAMAC/DIMAV quando foram obtidas as

amostras pelo INCQS.

4.1.3.1 PCR com Oligonucleotídios Universais:

Os produtos das extrações dos microrganismos de referência cedidos pelo

INCQS-Fiocruz foram liofilizados com SpeedVac (Eppendorf, EUA), para assegurar a sua

integridade durante o transporte. Na Agrega, o material foi reidratado e submetido a PCR

com iniciadores de 16S rDNA, o qual é um marcador universal para a identificação de

gêneros bacterianos (WRIGHT; BAUM, 2018);(YARZA, 2014). Para a PCR foram utilizados

20ng de gDNA, Taq DNA polymerase, 10X PCR Buffer, MgCl2, dNTPs e os seguintes

oligonucleotídios (iniciadores): 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R

(5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). O ensaio foi executado em um termociclador LGC

XP Cycler (Bioer Technology) com uso de controles positivos e negativos para a PCR.

Os produtos das extrações dos microrganismos de referência cedidos pela UFF

foram submetidos a PCR também com iniciadores universais de 16S rDNA, sendo eles:

27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 907R (5’-CCGTCAATTCMTTTGAGTTTI-3’)

(BULGARI, 2009). Para a PCR foram utilizados 3μL de gDNA, Taq DNA polymerase, 10X

PCR Buffer, MgCl2, dNTPs. O ensaio foi executado em um termociclador C1000 Touch™

(Bio-Rad, EUA).

O programa de ciclagem foi executado a 94 ºC por 5 min, seguido por 37 ciclos a 94

ºC por 1 min, 55 ºC por 1 min e 10 seg e 72 ºC por 1 min, com uma etapa final a 72 ºC por 5

min. Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1%

para verificação da presença de amplicons de tamanho esperado para o 16S rDNA (cerca

de 1,5 Kb).
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4.1.3.2 Sequenciamento dos Amplicons:

Tanto para as amostras SORA (Sequenciamento M. orale), SARG (Sequenciamento

M. arginini) e SALA (Sequenciamento A. laidlawii), foi feito o sequenciamento por

eletroforese capilar, baseado no método de Sanger, foi realizado em ambas as direções

para o amplicon 16S rDNA obtido por PCR. O DNA foi purificado com o reagente

ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Applied Biosystems, EUA) e quantificado no

equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA).

Para a realização da PCR foram utilizados 2,5 pmol de iniciador (785F

5’-GGATTAGATACCCTGGTA-3’ ou 907R 5’-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3’) e 0,5 μL do

reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA), em um

volume final de 10 μL. O ensaio foi realizado em um termociclador LGC XP Cycler (Bioer

Technology) com uma etapa de desnaturação inicial à 96 ºC por 3 min, seguida de 25 ciclos

de 96 ºC por 10 seg, 55 ºC por 5 seg e 60 ºC por 4 min. Após a PCR, as amostras foram

purificadas por precipitação com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os

produtos precipitados foram diluídos em 10 μL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems,

EUA), desnaturados a 95 ºC por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no

sequenciador automático armado com capilares de 50cm e polímero POP7 (AB 3500

Genetic Analyzer, Applied Biosystems, EUA).

Os dados do sequenciamento foram coletados utilizando o programa Data Collection

3 (Applied Biosystems, EUA) com os parâmetros Dye Set “Z”; Mobility File

“KB_3500_POP7_BDTv3.mob”; BioLIMS Project “3500_Project1”; Run Module 1

“FastSeq50_POP7_50cm_cfv_100”; e Analysis Module 1 “BC-3500SR_Seq_FASTA.saz”.

Os arquivos resultantes do Data Collection foram convertidos em arquivos FASTA pelo

Sequence Analysis Software v. 6 (Applied Biosystems, EUA).

4.1.3.3 Análise Filogenética:

Adicionalmente ao que foi solicitado a Agrega, foi realizada a análise filogenética das

sequências obtidas para o DNA de cada espécie enviada, comparando-as às depositadas

em banco de dados de 16S rDNA com qualidade controlada no EzBioCloud (YOON, 2017).

Sequências de 16S rDNA do gênero de interesse e de um grupo externo foram obtidas

em bancos de dados (LPSN, lpsn.dsmz.de ou BacDive, bacdive.dsmz.de) e utilizadas para

inferência filogenética por Máxima Verossimilhança. O grupo externo foi selecionado por

compartilhar a mesma família do gênero analisado, de acordo com dados do Genome

Taxonomy Database (GTDB, gtdb.ecogenomic.org/tree). As sequências foram alinhadas

com o SINA 1.2.11 (PRUESSE, 2012) e as posições contendo gaps foram removidas. O

pacote phangorn (Schliep, 2011) v. 2.6.3 do R foi utilizado para reconstruir uma árvore de

neighbor joining (NJ). A função ModelTest foi utilizada para selecionar o melhor modelo
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conforme o critério de informação Akaike, utilizado para construir árvores filogenéticas

usando a estimativa de ML e empregando a árvore de NJ como ponto de partida. Um modelo

com número de 500 bootstraps não paramétricos foi calculado. A árvore foi enraizada no

grupo externo. Os pacotes phytools (REVELL, 2012) v.0.7-70 e ggtree (YU, 2017) v.2.4.2 do

R foram usados para visualizar e editar as árvores e cladogramas.

4.1.4 Ensaios da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para Validação:

Os ensaios de PCR comerciais com o objetivo de detectar micoplasmas, em sua

grande maioria, utilizam oligonucleotídios para a região conservada do gene 16S rDNA.

A PCR proposta para esta validação utiliza oligonucleotídios (Myc_spp_deg e A.laid3)

para diferentes RNA transportadores, presentes em cópia única no genoma (o que possibilita

a sua quantificação absoluta por microrganismo). Definido anteriormente, as concentrações

ideais dos pares F/R de Myc_spp_deg na reação foram 0,16 / 0,16 μM e dos pares de

A.laid3 em 0,24-0,16 μM

Os iniciadores Myc_spp_deg F e R para Mycoplasma, tem como alvo: (i):tRNA-

Fenil alanina, tRNA-Aspartato e regiões espaçadoras. Já os iniciadores A.laid3 F e R para

Acholeplasma, tem como alvo: (i)-Gene para transcrição de Proteína Integral de Membrana

(WP_006784049.1); (ii)-tRNA-Leucina e regiões espaçadoras; (iii)-tRNA-Glicina e tRNA-

Prolina; (iv)-tRNA-Leucina, tRNA-Glutamina e regiões espaçadoras; (v)-tRNA-Glutamina e

tRNA-Histidina. Com as concentrações ideais dos pares de Myc_spp_deg na reação em

0,16-0,16 μM e dos pares de A.laid3 em 0,24-0,16 μM (RAMOS JUNIOR, 2018).

Para os ensaios de PCR utilizados para a confirmação da seletividade e definição

do Limite de Detecção (LD) dos pares de iniciadores Myc_spp_deg e A.laid3 foram

realizados , utilizando os Termocicladores C1000 Touch™ (Bio-Rad, EUA) e Veriti™ 96-Well

Fast (Applied Biosystems, EUA) com as condições de ciclagem ilustradas na Tabela 2. As

amplificações foram realizadas utilizando a JumpStart™ Taq DNA Polymerase 2.5

unidades/μL, 10X Buffer sem MgCl2e MgCl2 25mM (Sigma-Aldrich); dNTP mix PHT

(Phoneutria) 10 mM; Myc_spp_deg F e R e/ou A.laid3 F e R em ensaios singleplex ou

multiplex; Adaptamos as concentrações de gDNA nas reações, por meio de diluições, para

cumprir com as necessidades dos diferentes ensaios, com a flutuação do volume de

amostra (gDNA), também é alterado o volume de H2O livre de nucleases (Quadro 1). A

análise do resultado foi realizada por eletroforese dos produtos amplificados em gel de

agarose 3% com TAE e visualização com corante intercalante, brometo de etídio. As

bandas de amplificações específicas foram avaliadas por densitometria óptica no

equipamento GelDoc (Bio-Rad) com o auxílio do software ImageJ Fiji.
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Quadro 2 – Condições de Ciclagem para a PCR Multiplex e Singleplex

Condições de Ciclagem para PCR convencional multiplex e singleplex usando os pares de iniciadores
Myc_spp_deg e A.laid3 com os termicladores Veriti (Applied Biosystems, EUA) e C-1000 touch (Bio-Rad,

EUA) / Fonte: Produzido pelo autor.

Tabela 1 – MasterMix para Reação de PCR em Multiplex com iniciadores Myc_spp e A.laid3

Volume dos reagentes utilizados nos ensaios de PCR convencional multiplex e singleplex usando os pares de
iniciadores Myc_spp_deg e/ou A.laid3 com os termicladores Veriti (Applied Biosystems, EUA) e C-1000 touch

(Bio-Rad, EUA). Observações: (i) Quando a reação foi realizada em singleplex, apenas um dos pares de
iniciadores (Myc spp deg ou A.laid3) era utilizado, substituindo-se o volume correspondente ao outro par de
iniciadores por água na reação; (ii) o volume final de reação (coluna central) prevê 20uL, na coluna da direita
temos o volume preparado de solução-mãe prevendo perda por erro na pipetagem ao distribuir o volume de

cada reação. / Fonte: Produzido pelo autor.
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4.1.4.1 Seletividade:

A seletividade é um dos principais parâmetros abordados no processo de validação,

uma vez que representa a capacidade em que o método pode quantificar/detectar o analito

na presença de matrizes ou de outros materiais possivelmente interferentes. Um método

que produz respostas para vários analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito

da de outros, é chamado seletivo (DOQ-CGCRE-008, 2020).

Por se tratar de uma PCR para detectar micoplasmas em cultivos celulares, tentamos

mimetizar ao máximo esse cenário. A análise de bactérias filogeneticamente próximas já

havia sido previamente realizada (RAMOS JUNIOR, 2018). Neste trabalho, avaliamos a

influência de diferentes matrizes celulares e verificamos se as mesmas podem alterar

de alguma forma a detecção dos microrganismos. Chamaremos de matriz tudo que é

proveniente da cultura de células, suspensão constituída por restos celulares, diferentes

meios de cultura, tripsina, soro fetal bovino, dentre outras substâncias. Os sobrenadantes

das seguintes linhagens celulares foram utilizados: IEC-6 (BCRJ: 0117), MCF7 (BCRJ:0162),

MDCK-2 (BCRJ:0170) e NIH/3T3 (BCRJ:0191).

4.1.4.2 Limite de Detecção (LD):

De acordo com o DOQ-CGCRE-008 (2020) o limite de detecção é a menor

concentração detectável do alvo, com confiança, na amostra. Para este método em questão,

o PCR convencional, será utilizado o critério de Avaliação/Percepção visual da presença ou

ausência de bandas e a determinação do limite de detecção pela análise de amostras com

concentrações predeterminadas de analito. Para tanto, diluições seriadas dos padrões do

DNA das diferentes espécies de micoplasmas, previamente quantificados por ddPCR

(conforme item 4.1.2), foram avaliados por PCR convencional com os pares de iniciadores

Myc spp deg e A.laid.3 como descrito em 4.1.4. Essas diluições seriadas foram planejadas

para obter os seguintes valores: 10.000, 1.000, 100, 10, 5, 1 e 0,1 cópias por reação de

PCR (20μL). Foi considerado o Limite de detecção (LD) do método a menor concentração

do alvo em que foi detectada sua presença no teste das amostras das diluições do alvo,

teste a que demos nome de determinação do LD preliminar. A confiança no LD foi

estabelecida testando por 10 vezes o alvo do LD preliminar, esperando pelo menos 90% de

confiança, a este teste chamamos de determinação do LD definitivo.
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4.2 Instrumentos de Medição:

4.2.1 Espectrofotômetro

Espectrofotômetro – Modelo Nanodrop 2000c (Thermo-Scientific) (Figura 3) – Permite

a quantificação de ácidos nucleicos em leituras usando comprimento de onda de 260nm.

Além disso, pela relação das leituras 260nm/280nm permite avaliar a pureza da amostra

de ácidos nucleicos quanto à presença de proteínas. Vale mencionar aqui que, embora a

relação 260nm/280nm esperada em soluções puras de DNA seja de 1,8 aproximadamente,

este critério não é determinante para a exclusão de amostras para a realização posterior do

PCR convencional ou mesmo ddPCR.

Figura 3 – Espectrofotômetro

Fonte: Produzido pelo autor.

4.2.2 ddPCR – Droplet Digital PCR System (Sistema de PCR Digital em Gotículas)

O sistema QX-200 (Bio-Rad) de ddPCR, utilizado para a quantificação absoluta do

DNA dos padrões de DNA de micoplasma, é composto por vários equipamentos

apresentados na Figura 4 e descritos abaixo. Além destes, descrevemos também o

Termociclador, utilizado sempre junto ao sistema.

4.2.2.1 Automated Droplet Generator - AutoDG (Gerador Automatizado de Gotículas)

O AutoDG, do sistema QX200, é um equipamento automatizado que particiona a

reação de PCR em gotículas através de um circuito microfluídico para combinar óleo e

reação aquosa para gerar cerca de 20 mil gotículas/micelas do volume necessário para a

análise de ddPCR. Em cada cartucho de preparo da emulsão é possível processar até oito
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reações por vez em cerca de 2 minutos. Esta etapa é crítica no processo de quantificação

de DNA por ddPCR e extremamente trabalhosa. O uso do equipamento automatizado torna

o processo mais rápido e gerando maior número de gotículas de forma reprodutível. Após

preparadas as emulsões de cada reação, estas são transferidas para poços individuais de

uma microplaca de PCR de 96 posições.

4.2.2.2 PX1 PCR Plate Sealer (Seladora de Placas)

Este equipamento faz a selagem da placa de PCR. Tem função de selar a placa

de PCR com uma folha de alumínio, para evitar a evaporação da amostra durante a

termociclagem e, depois, permitir a coleta de cada reação para leitura do resultado da

amplificação.

4.2.2.3 Termociclador

A termociclagem das placas de reação de ddPCR foram feitas no equipamento

C1000 Touch™ (Bio-Rad, EUA), seguindo os protocolos estabelecidos anteriormente (no

item 4.1.4).

4.2.2.4 QX200 Droplet Reader (Leitor de Gotículas)

Após a amplificação do DNA alvo nas reações emulsificadas, este instrumento

examina cada gotícula individualmente fazendo a contagem daquelas negativas (sem

amplicons) e das positivas (com amplicons) usando um sistema de detecção de

fluorescência (definido para detectar marcações com FAM e VIC, HEX ou, na ausência de

sondas, a marcação de produtos amplificados por interação de EvaGreen®, que foi a

estratégia utilizada neste trabalho). A enumeração das gotículas PCR-positivas e

PCR-negativas permitem a quantificação absoluta de ácidos nucleicos usando o software

QuantaSoft (Bio-Rad).
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Figura 4 – Equipamentos que fazem parte do Sistema QX-200 de ddPCR

A) QX200 Automated Droplet Generator; B) QX200 Droplet Generator; C) QX200 Droplet Reader; D) PX1
PCR Plate Sealer | Fonte: Produzido pelo autor.

4.2.3 Molecular Imager® Gel DocTM XR System (Bio-Rad)

O Gel Documentador – Gel Doc (Bio-Rad) (Figura 5) - permite visualizar, por meio

de um transiluminador com luz ultravioleta, as bandas de DNA separadas no gel de

agarose, previamente coradas com um corante intercalante como o brometo de etídio. O

equipamento conta com câmera de zoom motorizada e o programa Quantity one (Bio-Rad).

Opcionalmente, o ImageJ (um software de domínio público para processamento e análise

de imagens científicas, com diversas extensões e plugins) foi utilizado também nas análises

das fotografias geradas pelo Gel Documentador, Neste projeto utilizamos a função de

avaliação da densidade óptica das bandas visualizadas em gel de agarose.
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Figura 5 – Bio-Rad GelDoc

Fonte: Produzido pelo autor.
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5 RESULTADOS

5.1 Microrganismos de Referência:

Culturas dos micoplasmas M. arginini e M. orale e A. Laidlawii foram obtidas pelo

INCQS/Fiocruz, durante o período da pandemia. O DNA extraído foi avaliado e quantificado

pelo Nanodrop® e mostrou-se adequado para a continuação dos ensaios. A concentrações

obtidas foram: (A. laidlawii - 296,9ng/μL); (M. arginini - 14,2ng/μL); (M. orale - 18ng/μL). A

quantidade de colônias evidenciadas nas placas confirmou a proporção de DNA genômico

entre as amostras, ou seja, muito mais colônias por placa/diluição em A. laidlawii do que

em M. arginini e M. orale (Figuras 6, 7 e 8). Os marcadores nas imagens são referentes a

50μm.

Figura 6 – Fotografias das colônias de micoplasmas obtidas em meio sólido através do plaqueamento
de diferentes diluições (101, 103 e 105) da cultura em caldo de Acholeplasma laidlawii

Fonte: Imagens cedidas por Lawson, Rafael - INCQS (Fiocruz)

Figura 7 – Fotografias das colônias de micoplasmas obtidas em meio sólido através do plaqueamento
de diferentes diluições (101, 103 e 105) da cultura em caldo de Mycoplasma arginini

Fonte: Imagens cedidas por Lawson, Rafael - INCQS (Fiocruz)
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Figura 8 – Fotografias das colônias de micoplasmas obtidas em meio sólido através do plaqueamento
de diferentes diluições (101, 103 e 105) da cultura em caldo de Mycoplasma orale

Fonte: Imagens cedidas por Lawson, Rafael - INCQS (Fiocruz)

Com base no valor obtido pela quantificação prévia com o Nanodrop®, foram

calculadas as diluições para os primeiros ensaios de PCR digital (ddPCR) já que soluções

muito diluídas ou concentradas de DNA não quantificam bem pelo método. A concentração

de DNA na preparação de cada microrganismo (em cópias/μL) foi obtida utilizando a

calculadora online DNA Copy Number and Dilution Calculator (Thermo-Scientific),

disponível no site https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molec

ular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-s

cientific-web-tools/dna-copy-number-calculator.html, conforme os resultados apresentados

no Quadro 3: A. Laidlawii – 183.377.613 cópias do gDNA/μL; M. arginini – 20.075.591

cópias do gDNA/μL e M. orale – 23.471.226 cópias do gDNA/μL.

Quadro 3 – Estimativa de Concentração do gDNA de cada uma das espécies de micoplasmas extraídos

Cálculos realizados com a ferramenta online, DNA Copy Number and Dilution Calculator (Thermo-Scientific),
disponível no site: https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molec
ular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/dna-copy-number

-calculator.html a partir dos dados iniciais de quantificação por espectrofotometria em Nanodrop 2000c
(Thermo-Scientific) / Fonte: Produzido pelo autor.
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5.2 Culturas Celulares:

As culturas celulares utilizadas como controles e matrizes foram previamente

testadas e apresentaram resultados negativos pelo método de detecção por

bioluminescência (MycoAlertTM PLUS Mycoplasma Detection kit, Lonza) (Tabela 2).

Tabela 2 – Verificação de Ausência de Mycoplasmas nas culturas de células a serem utilizadas como
Matrizes, utilizando ensaio bioquímico por bioluminescência MycoAlertTM PLUS

Mycoplasma Detection kit, Lonza

Confirmada a ausência de micoplasmas nos sobrenadantes das culturas celulares,

seus DNA extraídos foram reavaliadas com este fim por PCR, utilizando os pares de

iniciadores Myc_spp_deg (F e R), apresentando também resultados negativos, demonstrado

pela ausência de banda no gel de agarose 3% TAE (figura 9).
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Figura 9 – Verificação de Ausência de Mycoplasmas nas Matrizes por PCR utilizando o par de
iniciadores Myc_spp_deg (F e R) (RAMOS JUNIOR, 2018)

5.3 Confirmação de Identidade dos Microrganismos de Referência:

Os microrganismos cedidos pela UFF obtiveram confirmação da identidade por

sequenciamento de DNA realizado no LAMAC usando iniciadores universais para região 16S

do rDNA. As análises das sequências consenso das 3 bactérias analisadas apresentaram

as sequências das espécies correspondentes como retorno na busca, feita pelo programa

BLAST no banco de dados GenBank (disponível www.ncbi.nlm.nih.gov.br) com identidade

>99%. Não foram observados matchs com outras bactérias de espécies filogeneticamente

próximas (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 – Resultados dos Sequenciamentos de DNA dos Microrganismos de Referência oriundos da
UFF

Fonte: Produzido pelo autor.
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Tabela 4 – Detalhes sobre as buscas por sequências similares realizadas com o programa BLAST no
Genbank (http://www.nibi.nlm.nih.gov.br) para a confirmação de identidade dos

Microrganismos de Referência Cedidos pela UFF

Fonte: Produzido pelo autor.

As amostras de referência cedidas pelo INCQS-Fiocruz, foram sequenciadas pela

Agregra Biotec usando iniciadores universais para região 16S do rDNA, com ID de amostra:

SALA (Sequencia de A. laidlawii), SORA (Sequencia de M. orale) e SARG (Sequencia de M.

arginini), apresentando similaridade com a espécie correspondente esperada, confirmando

identidade (Tabelas 5e 6).
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Tabela 5 – Resultados dos Sequenciamentos de DNA dos Microrganismos de Referência oriundos do
INCQS.

Fonte: Produzido pelo autor.
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Tabela 6 – Detalhes sobre as buscas por sequências similares realizadas com o programa EzBioCloud
(http://www.ezbiocloud.net/) para a confirmação de identidade dos Microrganismos de
Referência Cedidos pelo INCQS-Fiocruz. Amostras: SALA (Sequencia de A. laidlawii) ,

SORA (Sequencia de M. orale) e SARG (Sequencia de M. arginini)

Fonte: Adaptado de AgregaBiotec

Adicionalmente à análise das sequências, foi feita análise filogenética das amostras

em que se concluiu que: SALA pode ser considerada como pertencente ao gênero

Acholeplasma, sendo SORA e SARG consideradas como pertencentes ao gênero

Mycoplasma. SORA foi agrupada com Mycoplasma orale e Mycoplasma indiense, e SARG

foi agrupada com Mycoplasma arginini, indicando proximidade com essas espécies (Figura

10).
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Figura 10 – Cladograma da Análise Filogenética das amostras SALA (Sequência de A. laidlawii), SORA
(Sequência de M. orale) e SARG (Sequência de M. arginini).

5.4 Extração do DNA Genômico e Desenvolvimento de Padrões e Controles:

Com a identidade das espécies confirmadas por sequenciamento, partimos para o

desenvolvimento dos padrões de DNA das diferentes espécies de micoplasmas a fim de

utilizá-los como referência nos ensaios de seletividade e limite de detecção. As

quantificações absolutas do DNA nesses padrões foram feitas por ddPCR com os pares de

iniciadores Myc_spp_deg (F e R) e A. laid3 (F e R), estabelecendo a concentração em

cópias/μL.
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No processo de quantificação, foram aceitas apenas as reações ddPCR com

formação de pelo menos 10 mil micelas e 30-60% das micelas positivas, de modo a

minimizar os erros de subamostragem e particionamento (BASU, 2017).

O primeiro ensaio de ddPCR (Figura 11), teve como propósito a quantificação inicial,

tomando como base a estimativa de concentração obtida por Nanodrop®. Este ensaio foi

realizado utilizando 3μL de uma diluição de 1/10 das preparações de DNA extraído de cada

um dos microrganismos de referências cedidas pelo INCQS-Fiocruz. O resultado obtido não

foi satisfatório, pois houve saturação de gotículas positivas por excesso de DNA, impedindo

a quantificação (Gráfico 1).

Figura 11 – Primeira Quantificação dos padrões de DNA das diferentes espécies de micoplasmas por
ddPCR. Acima, representação das populações de gotículas positivas (em azul) e negativas
(em cinza) em cada amostra. Abaixo, quantificação cópias/uL de reação das diluições 1/10

dos diferentes dos padrões: M. orale, M. arginini e A. Laidlawii. Imagens geradas pelo
programa QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR
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Gráfico 1 – Apresentação do número de eventos positivos, negativos e totais em cada amostra da Primeira
Quantificação dos Padrões de DNA. Dados obtidos pelo programa QuantaSoft do sistema QX200

(Bio-Rad) de ddPCR

Fonte: Produzido pelo autor.

Tendo em mente que na quantificação das diluições 1/10 das preparações de DNA

de cada espécie (Figura 11) houve saturação com esferas positivas, novos cálculos de

diluição foram elaborados tomando também como base a quantificação inicial feita por

espectrofotometria, visando obter como leitura final da ddPCR 20 mil cópias nos 20μL de

reação ou 1.000 cópias/μL de reação. Para tanto, preparamos para cada uma das soluções

de DNA uma diluição contendo aproximadamente 6.666cp/μL e, desta, utilizamos 3μL por

reação de ddPCR (cálculos na Figura 12 e resultados da quantificação por ddPCR na Figura

13).
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Figura 12 – Cálculo das novas diluições dos padrões de DNA das diferentes espécies de micoplasmas
para Quantificação absoluta por ddPCR. De cada, foram preparadas soluções com

concentração 6.666 cópias/μL (conforme dados de espectrofotometria), aplicando-se por
reação 3 μL de amostra. Desta forma, espera-se que cada diluição apresente 20.000 cópias

nos 20μL de reação de ddPCR.

Observação: Estas novas diluições foram preparadas buscando evitar a saturação das reações de ddPCR
com gotículas positivas, de forma a permitir uma quantificação adequada. / Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 13 – Segunda Quantificação dos padrões de DNA das diferentes espécies de micoplasmas por
ddPCR. Acima, representação das populações de gotículas positivas (em azul) e negativas
(em cinza) em cada amostra. Abaixo, quantificação cópias/uL de reação das diluições dos
diferentes dos padrões: M. orale, M. arginini e A. laidlawii. Imagens geradas pelo programa

QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR.
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Gráfico 2 – Apresentação do número de eventos positivos, negativos e totais em cada amostra da Segunda
Quantificação dos Padrões de DNA. Dados obtidos pelo programa QuantaSoft do sistema QX200

(Bio-Rad) de ddPCR

Fonte: Produzido pelo autor.

Por ddPCR, foi observada uma concentração de cópias/μL de reação inferior à

estimada inicialmente por espectrofotometria em Nanodrop®. Os valores obtidos pela

técnica de referência de quantificação absoluta de ácidos nucleicos, a PCR digital, foram as

consideradas a partir desta etapa na caracterização de um lote de padrões de DNA dos

Microrganismos de referência, conforme apresentados na Tabela 7, abaixo.

Tabela 7 – Resultados da quantificação absoluta por ddPCR dos padrões de DNA de diferentes
espécies de micoplasmas

Fonte: Produzido pelo autor.

A partir desses padrões, foi possível preparar diluições com concentração conhecida

de DNA, para testar por PCR e estabelecer o Limite de detecção dos ensaios em validação

neste trabalho. A curva de diluição apresentada a seguir (Figura 14) foi idealizada de forma

preliminar, que auxiliou no entendimento sobre o funcionamento do iniciador myc_spp_deg,

as diferenças e perdas/degradação do gDNA no tubo estoque e limitações do ddPCR
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(Gráfico 3). Por meio destas definições, foi preparada a curva dos ensaios de limite de

detecção do M. orale; já a produzida para A. laidlawii (Figura 15)(Gráfico 4) foi definida logo

como a definitiva.

Figura 14 – Quantificação de diluições do padrão de DNA de Mycoplasma orale por ddPCR. Acima,
representação das populações de gotículas positivas (em azul) e negativas (em cinza) em

cada amostra. Abaixo, quantificação cópias/uL de reação das diluições do padrão em
caracterização. Imagens geradas pelo programa QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad)

de ddPCR.
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Gráfico 3 – Apresentação do número de eventos positivos, negativos e totais em cada amostra da
Quantificação dos Padrões de DNA de Mycoplasma orale. Dados obtidos pelo programa

QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR

Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 15 – Quantificação de diluições do padrão de DNA de Acholeplasma laidlawii por ddPCR.
Acima, representação das populações de gotículas positivas (em azul) e negativas (em

cinza) em cada amostra. Abaixo, quantificação cópias/uL de reação das diluições do
padrão em caracterização. Imagens geradas pelo programa QuantaSoft do sistema QX200

(Bio-Rad) de ddPCR.
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Gráfico 4 – Apresentação do número de eventos positivos, negativos e totais em cada amostra da
Quantificação dos Padrões de DNA de Acholeplasma laidlawii. Dados obtidos pelo programa

QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR

Fonte: Produzido pelo autor.

Vale ressaltar que a faixa ótima de trabalho, ou seja, as quantificações mais precisas

pelo ddPCR ocorrem em uma faixa de 30%-60% de micelas positivas. Durante a análise

dos resultados, constatamos que a única amostra que seguiu esse critério, foi a diluição

1/100 com valor estimado de 15.000 cópias em 20μL de reação, (Tabela 8).

Tabela 8 – Resultados da quantificação absoluta por ddPCR dos padrões de DNA de Mycoplasma
orale com valores de correção e porcentagem de gotículas positivas. Dados obtidos pelo

programa QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR

Fonte: Produzido pelo autor.

Estas análises demandaram alguns dias, e para se ater a quantificação mais precisa

de M.orale (pois há degradação do DNA ou perda para as paredes do tubo), incluímos

mais um ensaio com ddPCR preliminar. A reavaliação evidenciou que houve alteração de

802cp/μL para 727cp/μL (Figura 16). A partir desta amostra, foi concluída a curva de diluição

definitiva para M. orale (Tabela 9).
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Figura 16 – Quantificação de diluição do padrão de DNA de Mycoplasma orale por ddPCR. Acima,
representação das populações de gotículas positivas (em azul) e negativas (em cinza) em

cada amostra. Abaixo, quantificação cópias/uL de reação da diluição do padrão em
caracterização. Imagens geradas pelo programa QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad)

de ddPCR.

Tabela 9 – Cálculo das novas diluições do padrão quantificado por ddPCR de DNA de Mycoplasma
orale para curva de diluição seriada a ser utilizada para Limite de detecção preliminar e

Limite de detecção definitivo

Fonte: Produzido pelo autor
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5.5 Ensaios de validação da PCR:

5.5.1 Seletividade:

Os testes de seletividade foram feitos utilizando uma reação multiplex com

Iniciadores Myc_spp_deg (F e R) e A.laid3 (F e R). Foi observado, no entanto, presença de

amplicons com alturas de banda inespecíficas, talvez por função de alguma interação entre

os iniciadores myc_spp_deg e A. laid3 com o DNA genômico alvo na amostra (Figura 17).

Assim, as análises de seletividade passaram a ser executadas somente com os iniciadores

de Acholeplasma laidlawii em singleplex (Figura 18). Houve amplificação específica desse

microrganismo sem interferência da matriz nas concentrações de 1.000 cópias em 20μL de

reação e 10 cópias em 20μL de reação. A seletividade com bactérias filogeneticamente

próximas foi realizada durante a dissertação de Ramos Junior (2018) (Figura 19) é

mostrado que a reação de PCR consegue amplificar outras bactérias, no entanto, num

padrão de banda diferente. A banda definida para A.laidlawii é de aproximadamente 148pb

e 70pb para os demais Micoplasmas.

Figura 17 – Produtos da PCR desenvolvida com iniciadores Myc_spp_deg e A.laid3 (Multiplex) de M.
orale, M. arginini e A. laidlawii com diferentes matrizes, visualizados por Eletroforese em

gel de agarose 3%

Fonte: Produzido pelo autor
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Figura 18 – Produtos da PCR desenvolvida com iniciadores A.laid3 F e R (Singleplex) de A. laidlawii
com diferentes matrizes, visualizados por Eletroforese em gel de agarose 3%

Fonte: Produzido pelo autor

Figura 19 – Seletividade da PCR com A. laidlawii e Bactérias Filogeneticamente Próximas

Fonte: Adaptado de RAMOS-JUNIOR (2018)
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5.5.2 Densitometria Óptica:

A densitometria óptica solucionou a questão pertinente as matrizes celulares, se as

mesmas eram capazes de inibir a amplificação ou gerar interferência na intensidade das

bandas no gel de agarose (produtos da eletroforese) quando adicionados conteúdo dessas

matrizes na reação de PCR.

O experimento utilizado como base para a densitometria óptica foi a seletividade

de A.laid em Singleplex, na Figura 18, justamente por ter sido realizado com duplicatas

de diferentes concentrações de DNA e matrizes diversas (MDCK-2, IEC-6 e MCF-7 com

seus respectivos meios de cultura e componentes de cultura celular). A densitometria foi

executada por um software chamado ImageJ, onde a intensidade da fluorescência de cada

banda no gel foi transformada em gráficos (Figura 20), no qual a altura do pico em pixels

(px) mostrou que todas as matrizes testadas influenciaram positivamente na detecção do

A.laidlawii (intensificaram a fluorescência da banda). No entanto, a matriz MCF-7 foi a que

menos influenciou (Figura 21). Por este motivo, o limite de detecção foi realizado com esta

matriz.

Figura 20 – Exemplo de Gráfico Gerado pelo ImageJ

Fonte: Produzido pelo autor
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Figura 21 – Densitometria Óptica da Seletividade com A. laidlawii

Fonte: Produzido pelo autor

5.5.3 Limite de Detecção (LOD):

5.5.3.1 Limite de detecção preliminar:

Para o limite de detecção preliminar de A.laidlawii, foi utilizada a curva de diluição

quantificada por ddPCR (Figura 15), e para o M.orale, as novas diluições (Tabela 9)

baseadas na última quantificação (Figura 16). Das concentrações desejadas foi retirado 3uL

e adicionado ao conteúdo da PCR para posterior análise em gel de agarose 3% TAE. Todas

as amostras foram avaliadas com a matriz MCF-7. A última amostra a apresentar banda no

gel de agarose foi a de concentração de 5 cópias de DNA em 20μL de reação (Figura 22)

para A. laidlawii e 100 cópias de DNA em 20μL de reação para M. orale (Figura 23).
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Figura 22 – Limite de Detecção Preliminar da PCR desenvolvida com iniciadores A.laid3 F e R
(Singleplex) de A. laidlawii com matriz MCF-7, visualizados por Eletroforese em gel de

agarose 3%

Fonte: Produzido pelo autor

Figura 23 – Limite de Detecção Preliminar da PCR desenvolvida com iniciadores Myc_spp_deg F e R
(Singleplex) de M. orale, visualizados por Eletroforese em gel de agarose 3%

Fonte: Produzido pelo autor

5.5.3.2 Limite de detecção definitivo:

No limite de detecção definitivo, foram testadas 10 amostras em replicata com 5

cópias de DNA em 20μL de reação para A. laidlawii e 100 cópias de DNA em 20μL de

reação para M. orale , em que todas apresentaram banda. Assim foi determinado o limite

de detecção com intervalo de confiança de 100% (Figura 24 e 25).
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Figura 24 – Limite de Detecção Definitivo da PCR desenvolvida com iniciadores A.laid3 F e R
(Singleplex) de A. laidlawii com matriz MCF-7, visualizados por Eletroforese em gel de

agarose 3%

Fonte: Produzido pelo autor

Figura 25 – Limite de Detecção Definitivo da PCR desenvolvida com iniciadores Myc_spp_deg F e R
(Singleplex) de M. orale, visualizados por Eletroforese em gel de agarose 3%

Fonte: Produzido pelo autor
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6 DISCUSSÃO:

Mycoplasmas e Acholeplasmas podem ultrapassar os filtros de esterilização

utilizados em culturas celulares, assim podendo facilmente contaminá-las, gerando efeitos

citopáticos e consequentemente, resultados incertos que descredibilizam produtos de

laboratórios e indústrias biotecnológicas (HARASAWA, 1993). Por essa razão a urgência de

se desenvolver um método rápido, sensível e barato para estas rotinas de detecção.

Ainda que metodologias mais tradicionais, usadas para a detecção de micoplasmas

sejam consideradas técnicas “padrão ouro”, como o Método ágar e caldo para cultivo de

Mycoplasmas, não estão isentas de limitações. Os métodos alternativos surgiram para

superar algumas barreiras. No entanto, esses ensaios mais recentes têm suas próprias

desvantagens. Isso inclui os desafios envolvidos na validação dos ensaios alternativos

e na demonstração de que eles são comparáveis, em termos de eficiência, aos ensaios

convencionais.

Como evidenciado nos resultados deste projeto, foi possível a análise dos DNA de

Mycoplasmas e Acholeplasma por ddPCR com iniciadores myc_spp_deg (F e R) e A.laid3

(F e R), e utilizar dos resultados obtidos para o desenvolvimento dos padrões que permitiram

determinar a concentração de ácidos nucleicos nas amostras utilizadas nos ensaios de

validação da PCR, logo, podemos identificar um diferencial aos demais testes que utilizam

culturas celulares, já que asseguramos um resultado de concentração do alvo em cópias

por volume de reação (20μL), ou cópias por microlitro, onde usualmente vemos, nos demais

testes em UFC/mL.

No teste de seletividade, observamos que houve amplificação de bactérias

filogeneticamente próximas, com os iniciadores myc_spp_deg e A.laid3, que apesar de ser

correspondente a regiões conservadas de RNA transportadores, é semelhante ao resultado

de seletividade apresentado por Deutschmann, Kavermann e Knack (2010) que utiliza a

região 16S rRNA, onde relata que devido à estreita relação filogenética entre esses

microrganismos, foi constatada alguma reatividade cruzada com as bactérias

Gram-positivas em um nível alto: 103 UFC/mL ou acima. Da mesma forma, é possível

diferenciar as espécies de Mycoplasmas destas outras bactérias pelo tamanho do

fragmento gerado em PCR, quando vistas no gel de agarose. No entanto, Tabatabaei-Qomi,

Sheykh-Hasan, Fazaely, Kalhor e Ghiasi (2014) afirma não ter amplificações de outras

bactérias, além de Mycoplasmas, em sua PCR, mesmo testando diversas amostras de

DNA, como: Homo sapiens, Mus musculus, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella typhi e Staphylococcus aureus.

Por fim, temos como diferencial de seletividade a análise da densitometria óptica,

até então, ensaio não encontrado em outros estudos com o propósito de detecção de

micoplasmas. Por meio desta análise, sabemos que as matrizes interferem positivamente

na intensidade da banda de A. laid no gel de agarose.
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Sobre o limite de detecção, Tabatabaei-Qomi, Sheykh-Hasan, Fazaely, Kalhor e

Ghiasi (2014) estabeleceram 10 UFC/mL como apropriado para o seu método;

Deutschmann, Kavermann e Knack (2010) também conseguiram estabelecer uma

definição, em que todas as amostras testadas puderam ser detectadas entre 10 e 0,1

UFC/mL. Especificamente, Acholeplasma laidlawii 4,72 UFC/mL e Mycoplasma orale 0,11

UFC/mL, em comparação ao limite de detecção aqui definido, detectamos Acholeplasma

laidlawii em até 5 cópias em 20μL de reação e Mycoplasma orale em até 100 cópias em

20μL de reação.

Apesar de possuir pouco material disponível na literatura, para comparação e debate

desta nova metodologia, podemos concordar que o método se encontra validado para a

detecção de Mycoplasma orale e Acholeplasma laidlawii em cultura de células.

Para concluirmos a validação com os outros Mycoplasmas, precisaremos de mais

tempo para otimizar o iniciador Myc_spp_deg, ou até mesmo desenvolver outro in house,

descobrir o que está resultando nas bandas inespecíficas e no excesso de “chuva” (micelas

entre as populações positivas e negativas) na quantificação do ddPCR. A definição e

inserção de um controle de amplificação só poderá acontecer quando tivermos a eficiência

do iniciador totalmente estabelecida.
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