BIOTRANS

Programa de Pdos-Graduag¢do em
Biomedicina Translacional
Mestrado e Doutorado

@ unicranrio X H)Uezo

INMETRO

Oscar de Souza Monteiro

Validacao de Método de Ensaio da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para a
Deteccao de Mycoplasma e Acholeplasma Contaminantes em Cultivos Celulares

Dissertacdo de Mestrado

Duque de Caxias
2022



Oscar de Souza Monteiro

Validacao de Método de Ensaio da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para a
Deteccao de Mycoplasma e Acholeplasma Contaminantes em Cultivos Celulares

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
programa interinstitucional de P6s-graduacao
em Biomedicina Translacional, BIOTRANS,
da Universidade UNIGRANRIO, INMETRO e
UEZO como parte dos requisitos necessarios
para obtengao do titulo de Mestre em Ciéncias
Biomédicas.

Orientador: DSc. Leonardo da Cunha Boldrini
Pereira

Coorientadora: DSc. Aurea Valadares
Folgueras Flatschart

Duque de Caxias
2022



CATALOGACAO NA FONTE
UNIGRANRIO - NUCLEO DE COORDENACAO DE BIBLIOTECAS

M775v Monteiro, Oscar de Souza.
Validagao de método de ensaio da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para a detecgao de Mycoplasma e Acholeplasma contaminantes em
cultivos celulares / Oscar de Souza Monteiro. — Duque de Caxias, RJ:
UNIGRANRIO, 2022.
70 f.

Dissertagédo (Mestrado em Biomedicina Translacional). - UNIGRANRIO. Escola
de Ciéncias da Saude. Rio de Janeiro, 2022.

Orientador: Leonardo da Cunha Boldrini Pereira.
Coorientadora: Aurea Valadares Folgueras Flatschart.

1. Micoplasmas. 2. PCR. 3. Ensaio de detecgao. 4. Validagdo. 5. ddPCR. I.

Pereira, Leonardo da Cunha Boldrini. Il. Flatschart, Aurea Valadares
Folgueras. lll. Titulo. IV. Unigranrio.

CDD - 575.1




UNIVERSIDADE BIOTRANS
( 7, UNIGRANRIO O matlcina Trabelagional !) RRto!)PEqP

Mestrado e Doutorado

-

N VERSIDADS e Pos-Graduacao
@ unicranrio X F)UEzo

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

As 13 horas, do dia 06 de dezembro de 2022, o Programa de Pés-Graduagdo em Biomedicina
Translacional, realizou sessdo de Defesa da Dissertacdo de versando sobre o projeto intitulado
“Validacdo de Método de Ensaio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a Deteccdo de
Mycoplasma e Acholeplasma Contaminantes em Cultivos Celulares”, de autoria de Oscar de
Souza Monteiro, aluno do Mestrado Académico, sob orientacdo dos Professores Leonardo da
Cunha Boldrini Pereira e Aurea Valadares Folgueras Flatschart. A sessdo foi aberta pelo Prof.
Pedro Hernan Cabello, presidente da Comissdao, que nos termos regimentais convocou os
demais Membros da Comissdo Examinadora: Prof. Roberto Becht Flatschart e Prof. Ivano
Raffaele Victorio de Filippis Capasso. Em seguida, passou a palavra ao candidato para
apresentacdo de seu trabalho. Apds a apresentacdo, o candidato foi arguido pelos
examinadores e suas respostas foram consideradas SATISFATORIAS.

O presidente declarou o mestrando Oscar de Souza Monteiro APROVADO, como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Biomédicas, de acordo como o
Regulamento do Programa de Pds-Graduagdo em Biomedicina Translacional do convénio
tripartite entre UNIGRANRIO, INMETRO e UEZO. Nada mais havendo a tratar, o Presidente
encerrou a sessdo, em que foi lavrada a presente ata, que serd assinada pelos Membros da
Comissdo Examinadora.

el —

Prof. Dr. Pedro Hernan Cabello
Universidade do Grande Rio — UNIGRANRIO
Presidente da Banca

i

Prof. Dr. Roberto Becht Flatschart
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia — INMETRO

)
b s G

Prof. Dr. lvano Raffaele Victorio de Filippis Capasso
Fundag¢do Oswaldo Cruz - FIOCRUZ

Duque de Caxias, 06 de dezembro de 2022.

Prof, p,
w e Sergjar 1.
A
. CT &N aona_ gt B2
x ) NS x's ,ml;"ls
<—<______'/ S\ P i, ST r_.___h._—_-?? R‘Néfd

Prof. Dr. Sergian Vianna Cardozo
Coordenador Geral do Programa de
Pés-Graduagdo em Biomedicina Translacional — BIOTRANS



IVERSIDADE BIOTRANS PRDPEP
Programa de Po‘s—Gradua_giu em
JUNIGRANRIO Brumealtina Translational Pro-Reitoria de Pesquisa

Mestrado e Doutorado . %
UNivERS I DADE e e Pos-6Graduacgao
@ unicranrio X F)Uezo

=

(i) Aprovado com Ressalvas e Modificagdes
Comentdrios:
Aprovado sem restri¢des!

ezl

Presidente:




Dedico este projeto a minha familia, que esteve sempre presente direta ou
indiretamente em todos os momentos da minha formagao.

Dedico de forma especial aos meus pais Roberta e Alexandre, meus avos Oscar,
Sonia e Maria, que lutaram batalhas incessaveis dia ap6s dia, para que eu tivesse esta
oportunidade. Serei eternamente grato por me ensinarem o valor da vida que, por mais
ardua que possa ser, basta vivermos fazendo o bem para que os nossos caminhos e
horizontes se alonguem ao infinito.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de comecar agradecendo as instituicdes: PRONAMETRO/INMETRO e
CAPES que me permitiram, através de auxilio financeiro, completar essa jornada repleta de
desafios que foi 0 mestrado.

Aos meus orientadores,

DSc. Aurea Valadares Folgueras Flatschart, que me abriu as portas do mundo da
pesquisa cientifica, me acompanha desde a graduagao, com a iniciagao cientifica. Eu ndo sei
onde estaria e nem o que estaria fazendo, se nao fosse por esta oportunidade. Agradecer
também as reunides, que foram de extrema importancia na organizacdo dos objetivos
propostos pelo projeto, aos momentos que refizemos conta por conta dos planejamentos
dos experimentos. Muito obrigado!

DSc. Leonardo da Cunha Boldrini Pereira, que me acolheu no LABIO e me aceitou
como seu orientado no PPGBIOTRANS, por sempre acompanhar o projeto de perto e me
auxiliar em todas as questbes académicas.

Aos meus colegas de grupo de pesquisa,

ao José Lafaiete, que ao concluir a sua dissertagao de mestrado, abriu a possibilidade
para o nascimento deste projeto de pesquisa. Por ser sempre muito solicito, estar sempre
ao meu lado na bancada, auxiliando, conferindo contas. Este projeto n&o seria 0 mesmo
sem vocé!

A Mayane Ribeiro por dividir toda a sua experiéncia em laboratério comigo, sem
perder a paciéncia (e alguns reagentes também).

A Giulia Gall e Lorena Henrique, que sempre me motivaram, me fizeram rir bastante.
Esses momentos de descontracao foram fundamentais para que o meu dia se tornasse, de
certa forma, mais leve.

Aos meus amigos,
por estarem sempre presentes, desde a celebragdo de um experimento bem
sucedido, até as reclamagdes sobre os erros cometidos.



“Nao é a mais forte das espécies que sobrevive,
tampouco a mais inteligente. E aquela que se
adapta melhor a mudanca.”

- Charles Darwin



RESUMO

Contaminagdes por micoplasmas sédo problemas relevantes em cultivos celulares,
pois podem promover alteragdes citopaticas in vitro, originando resultados irreproduziveis e
errbneos que contribuem para o aumento das despesas laboratoriais. Diversas técnicas
tém sido utilizadas para detectar micoplasmas, contudo, muitas delas sdo demoradas,
pouco sensiveis, dificeis de interpretar ou ndo permitem a detecgéo das principais espécies
destes contaminantes. Em virtude disso, o propdsito da dissertagao é validar um método de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo de Mycoplasma e Acholeplasma,
desenvolvido no INMETRO, em projeto de mestrado do Programa de Pds-Graduagao em
Biotecnologia (2018). A validagao é de extrema importancia para assegurar que a nova
metodologia estabelecida esta apta ao seu objetivo proposto. Para tal fim, foram utilizados
como matrizes e padrdes, respectivamete: (i) amostras de culturas celulares previamente
testadas por método bioquimico para confirmagéao de que estavam livres de contaminacao,
(i) DNA de bactérias filogeneticamente relacionadas aos microrganismos de interesse e (iii)
DNA de Mycoplasma orale, M. arginini e Acholeplasma laidlawii. Os dois ultimos 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 consonancia com a ISO 17.025, seguindo as orientagdes do DOQ-CGCRE-008, que
demanda testes de seletividade e definicdo do limite de detec¢do para métodos qualitativos.
Durante os ensaios de seletividade notamos a amplificagao especifica das bandas de 70pb
e 148pb apenas nos microrganismos de interesse. Além disto, foi possivel verificar que,
quando presentes, as matrizes celulares utilizadas interferiram positivamente na intensidade
das bandas especificas de Mycoplasma e Acholeplasma. Nos ensaios de determinacao
do Limite de Deteccao do método, identificamos que a PCR em validagao p6de detectar
pelo menos 5 copias de DNA de A. laidlawii em 20uL de reagéo e 100 copias de DNA de M.
orale em 20uL de reag&o.

Palavras-chave: Micoplasmas, PCR, Ensaio de Detecgéao, Validagédo, 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. /aidlawii DNA in 20ul reaction and 100
copies of M. orale DNA in 20ul reaction.

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

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 condicées controladas e livres de
interferéncias sistémicas dos organismos que lhes deram origem (FRESHNEY, 2015) .

A contaminagao dessas culturas celulares é um problema antigo, cujos primeiros
relatos remontam a década de 50 (ROBINSON, 1956). O problema é muitas vezes
negligenciado, por isso, pode ser apontado como um dos diversos componentes
responsaveis pelo que se conhece hoje como a “crise de irreprodutibilidade” (BAKER,
2016) . A reprodutibilidade em estudos pré-clinicos, que abrange a negligéncia no cultivo de
células, custa 28 bilhdes de ddlares anuais apenas nos Estados Unidos (FREEDMAN,
2015).

As contaminagdes celulares podem ser devidas a agentes biol6gicos ou quimicos.
Os contaminantes bioldégicos mais encontrados em células sdo micoplasmas, virus,
bactérias e leveduras. A presencga das leveduras ou bactérias em cultivos celulares, na
maior parte das ocorréncias, é facilmente detectada macro e microscopicamente. Contudo,
contaminacdes provenientes de agentes como micoplasma e virus podem passar
despercebidas (VOLOKHOV, 2011). Existem diferentes fontes de contaminacédo por
micoplasmas em cultivos celulares, definindo-se normalmente como as principais, as
associadas aos humanos, bovinos e suinos (Figura 1).

Os operadores nos laboratérios sao as principais fontes de M. orale, M. fermentans
e M. hominis. Estas espécies de micoplasmas equivalem a mais da metade de todas as
contaminagdes por micoplasma em cultura de células e, fisiologicamente, sdo encontradas
no trato orofaringeo humano. M. arginini e A. laidlawii sdo outros dois contaminantes comuns
em culturas de células e sédo oriundos do soro fetal bovino (SFB). J& as solugdes de tripsina
constituem a maior fonte de M. hyorhinis (SHMUEL, 1998).
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Figura 1 — Frequéncia de Deteccao de Mycoplasma spp. em Cultivos Celulares
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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
autorreplicacao (NIKFARJAM; FARZANEH, 2012). Sao bactérias que apresentam elevada
proporcdo 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 sao parasitas que exibem rigorosas especificidades a
hospedeiros e tecidos. A dependéncia desses micoplasmas em relagdo as células
eucaridticas da-se por possuirem um dos menores genomas procaribticos
(aproximadamente 0,6Mb), carecendo de alguns genes para a sintese de mensageiros de
macromoléculas primordiais .(OLARERIN-GEORGE; HOGENESCH, 2015)

Uma caracteristica comum a todos os membros deste grupo é a auséncia de parede
celular, o que Ihes confere pleomorfismo, que pode ocorrer por dois mecanismos distintos:
resposta ao ambiente ou mudancas aleatérias da expressao génica, que suscita a sua
fusdo com a membrana das células hospedeiras e permite o compartilhamento dos seus
componentes citoplasmaticos e de membrana, assim como o uso dos metabdlitos celulares
necessarios para a sua proliferacdo (TANG, 2000). Ainda com relacdo a essa caracteristica,
podemos apontar como peculiaridades: a resisténcia dos micoplasmas a alguns antibiéticos
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como a Penicilina (cujo mecanismo de acao envolve a inibicdo da sintese da parede
celular) e sua capacidade de atravessar os filtros normalmente utilizados nos processos
de esterilizacdo de meios de cultura (filtros de 0,2um) (JEAN, 2017). Vale mencionar
que existem antibidticos eficazes contra micoplasmas, no entanto, seu uso continuo pode
promover citotoxicidade, sendo estes tratamentos apenas aconselhados quando as células
sdo valiosas e impossiveis de serem substituidas (NIKFARJAM; FARZANEH, 2012)

As contaminagbes por micoplasmas podem acarretar alteragbes nas culturas
celulares como, por exemplo: alteracdes no ciclo do acido tricarboxilico (TCA) com efeito
direto no suprimento de energia; em cromossomos e no metabolismo de aminoacidos e
acidos nucleicos, em especial, metabolismo da arginina, purinas e biossintese de
aminodacidos, semelhantes as mudancas que ocorrem por decorréncias nutricionais, com
reducdo da taxa de crescimento (YU, 2016). Da mesma forma, podem induzir a secregcao
das citocinas proé-inflamatérias, tal como: fatores de necrose tumoral (TNF)-o, interleucina
(IL)-1 e IL-6, quimiocinas, como IL-8, proteina quimioatraente de monécitos 1 (MCP-1),
proteina inflamatéria de macréfagos 1 (MIP- 1a), fatores estimulantes de colbnias de
granulécitos e monécitos (GM-CSFs), bem como prostaglandinas e éxido nitrico (ROTTEM,
2003). E importante salientar que a gravidade do efeito citopatico varia conforme a espécie
de micoplasma, o tipo de célula alvo, a intensidade de infestacdo e o tempo de contato com
a cultura celular (NETTO, 2014). Pelo exposto, a contaminagao das células em cultura por
micoplasmas podem colocar em duvida os resultados de ensaios in vitro como, por
exemplo, as avaliagdes 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 seguranca de farmacos, biomateriais e cosméticos. Assim,
podem provocar atrasos e perda financeira com descarte de produtos contaminados,
requerendo esforcos para sua deteccao e eliminagao, apontando a importancia do controle
da presenca destes microrganismos nas industrias biotecnologicas (NETTO, 2014;
OLIVEIRA, 2013).

1.2 Métodos de Deteccao para Micoplasmas:

Diversas técnicas tém sido utilizadas para detectar micoplasmas, como o Isolamento
em Meio de Cultura, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA), Técnicas de Coloragao Fluorescente do DNA, Microscopia Fluorescente e Ensaios
de Deteccao de Niveis de Anticorpos referentes a agentes especificos (YOUNG, 2010; ZHI,
2010), conforme apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Métodos para Detecgao de Micoplasmas: Sensibilidade; Vantagens e Desvantagens

Método Sensibilidade Vantagens Desvantagens
Coloragdo direta de DNA Baixa Rapido, barato  Dificil interpretagéo
Facil de interpretar
Colorag&o indireta de DNA com indicador Alta devido a Dismiarads
celular amplificagéo da

contaminacao

Lenta e talvez

Agar e Caldo nutriente Alta Sensivel necessite
interpretacao
qualificada
PCR Alta Réapido Requer otimiza¢éo

Mais sensivel que
PCR, porem possui
taxa elevada de
falsos positivos

Nested PCR Alta Rapido

Espécies limitadas

ELISA Moderada Rapido &
para deteccao

Dificil interpretacao

. . se contaminagdo
Autorradiografia Moderada Rapido estiver em baixa

intensidade
Dificil interpretacdo

se contaminagdo
Imunocoloracéo Moderada Rapido estiver em baixa

intensidade

Fonte: Adaptado de (YOUNG, 2010)

Os ensaios mencionados no Quadro 1 s&o qualitativos, muito utilizados na prética
laboratorial para a determinagao da presenca ou auséncia de um determinado analito na
amostra. Neste caso, estes ensaios apresentam como resultado a “presencga” ou “auséncia”
dos micoplasmas contaminantes nas culturas celulares. Este tipo de resultado é suficiente
para o diagnéstico em questdo, ndo sendo necessaério utilizar, para este fim, métodos
quantitativos que determinariam a quantidade de micoplasmas contaminantes nas amostras.
Geralmente os insumos e equipamentos para a realizacdo de ensaios quantitativos séo
mais caros e requerem mais tempo de execugao, dessa forma, surge a necessidade de ser
obter alguma confirmacao prévia, com um sistema de triagem (TRULLOLS, 2004).

Muitos dos métodos citados sdo reconhecidos pela comunidade cientifica, contudo,
podem ser demorados, pouco sensiveis, dificeis de interpretar ou ndo permitir a detecgao
das principais espécies de Mycoplasma. De modo a solucionar estas limitagdes, instituicbes
normalizadoras e regulamentadoras, como o FDA (Food and Drug Administration) e a
Farmacopeia Europeia, tém aceitado o método de PCR como um método alternativo as
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técnicas padrédo ouro de deteccdo (DREXLER; UPHOFF, 2002).

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

Os métodos de deteccao ideais devem ser sensiveis e especificos, mas também
simples, rapidos, eficientes e econémicos (HOORFAR, 2004). O método de Reagédo em
Cadeia da Polimerase (PCR) é um método molecular que permite a detecgdo de forma
rapida e sensivel de segmentos especificos de DNA. Por sua ampla disponibilidade no
mercado, um dos kits comerciais de PCR mais utilizado por laboratorios de cultura de
células em todo 0 mundo é o Look®Qut (Sigma-Aldrich). Apesar da comodidade de uso
desse teste pré-validado, temos como inconveniente seu alto custo, que inviabiliza muitas
vezes a realizagao desses testes no controle de qualidade das culturas celulares com a
periodicidade em que deveriam ocorrer. Em nosso laboratério, esses testes devem ser
feitos nos estoques celulares sempre que um novo lote do masterbank € produzido e
estocado, nos novos meios de cultura e solugdes produzidas, nas culturas celulares antes e
apds cada ensaio ou experimento e em qualquer caso de suspeita de contaminagdao. Com
uma alta demanda de ensaios, temos usado preferencialmente um método bioquimico na
rotina diaria. Entretanto, conforme as diretrizes da (OECD, 2018), gostariamos de poder
realizar também em nossa rotina de controle de qualidade a PCR como um segundo método
independente para confirmagéo dos resultados. Entretanto, isto torna-se inviavel pelo alto
custo dos produtos comerciais dispniveis. Assim, buscando uma melhor relagao custo e
beneficio, neste trabalho propomos realizar a Validagdo de um ensaio de PCR previamente
desenvolvido no INMETRO para a detec¢ao deo micoplasmas em culturas celulares e seus
insumos (RAMOS JUNIOR, 2018).

1.4 Validacao de Métodos Analiticos:

A validacdo de qualquer método analitico (quantitativo ou qualitativo) deve ser
realizada antecipadamente a sua aplicagao na rotina laboratorial de ensaios, para que suas
caracteristicas de desempenho sejam definidas e devidamente avaliadas. Documentos
normativos como a ISO/IEC17025 (2017) e o DOQ-CGCRE-008 (2020) REV.09 reforcam
que:

“Os laboratérios disponham de meios, critérios e objetivos para comprovar, por
meio da validagao, que os métodos de ensaio que executam conduzem a
resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida”.

O método é considerado validado quando o mesmo é avaliado segundo uma série de
parametros estabelecidos e equipamentos suficientemente confiaveis para que as decisdes
relacionadas possam ser tomadas com confianca. Neste trabalho, foram utilizados como
referéncia padroes de DNA de micoplasmas de diferentes espécies quantificados por
PCR digital, o método de referéncia para a quantificacao absoluta de acidos nucléicos
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considerado pelo JCTLM (Joint Committee for Traceability in Laboratory Medicine), https://w
ww.jctimdb.org/.

1.5 PCR Digital (ddPCR):

A PCR digital foi criada para superar as limitagées da PCR convencional em relagao
a deteccao quantitativa precisa de alvos moleculares. A ddPCR traz vantagens como:
Aprimoramento da precisdo; Menos interferéncia de inibidores de PCR e dispensa a criacdo
de uma curva de calibragdo para estabelecer a concentragao de cépias do alvo (DEPREZ,
2016), além de que, devido ao seu principio de medigdo, a ddPCR € sugerida como
um método primario para certificar materiais de referéncia (DALMIRA, 2016), ja que os
valores obtidos por ddPCR para a concentragdo de copias de DNA podem ser rastredveis
metrologicamente para o Sistema Internacional de Unidades (SI) (DUEWER, 2018).

Os principios da PCR digital sdo baseados na divisdo da amostra em centenas
ou milhares de compartimentos independentes, esses compartimentos sdo geralmente
criados por meio de microfluidica ou gel emulsivo. A amplificagéo ocorre de forma individual
em cada compartimento, permitindo que o niumero de cépias geradas seja diretamente
proporcional ao numero de moléculas de DNA presentes no inicio da reacao. A deteccao e
quantificagéo dos produtos de amplificagao é feita por meio da adicdo de um componente
fluorescente, e com base na amplitude de fluorescéncia, um limite simples atribui cada gota
como positiva ou negativa (HINDSON, 2011).

A padronizagao do volume da gota é de suma importancia na utilizacao desta técnica,
pois um volume incorreto levara a uma subestimacao ou superestimacao do niumero de
copias, podendo ter efeitos nas decisdes finais do ensaio (KOSIR, 2017).

Com o volume da gota conhecido, a parcela de goticulas positivas é entao usada
para estimar a concentracdo absoluta da sequéncia alvo. Como os fragmentos de DNA na
reagao sao distribuidos randomicamente pelas particdes de gotas, uma corregdo com o
calculo estatistico de Poisson possibilita atribuir as possibilidades das gotas terem nenhuma,
ou uma, ou até varias copias. Logo, modelos estatisticos sao aplicados para calcular os
limites de confianga das estimativas de concentragao e suas razdes Para 20.000 gotas, a
faixa dindmica para quantificacdo absoluta vai de uma Unica copia até aproximadamente
100.000 cépias. (HINDSON, 2011)
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2 JUSTIFICATIVA

Em consequéncia ao alto curto dos kits comerciais para deteccao de micoplasmas
contaminantes em culturas celulares e a falta de conhecimento acerca dos componentes e
funcionamento desses kits que sdo, na realidade, uma “caixa preta” sobre a qual nao temos
informacao, escolhemos validar internamente um ensaio de PCR para este fim.

A disponibilizacao deste ensaio validado é considerada prioridade nas ag¢des do
LABIO, o que resultou no desenvolvimento de uma PCR in house com a dissertacao de
RAMOS-JUNIOR (2018) pelo Programa de P6s-Graduagao em Biotecnologia do INMETRO
e seu cadastro no Banco tecnol6gico do INMETRO. Neste ensaio, os reagentes necessarios
apresentaram custo por reagao 39 vezes menor que o Look®Out Mycoplasma Detection
Kit (Sigma-Aldrich). Em seguida, para que este ensaio possa ser utilizado na rotina do
laboratério ou em uma possivel transferéncia de tecnologia ou patente, deve ser validado
conforme a ISO 17025 e o DOQ-CGCRE-008, sendo esta a agao proposta nesta dissertagéo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Realizar a validacdo do método de ensaio de PCR para deteccdo de micoplasmas
desenvolvida por Ramos-Junior (2018) seguindo os parametros para validacao de métodos
qualitativos do DOQ-CGCRE-008.

3.2 Objetivos Especificos:

» Estudo do DOQ-CGCRE-008 de validacdo de métodos conforme a ISO 17.025 e
planejamento dos experimentos de validagdo do ensaio;

 Realizar os experimentos de seletividade para validagdo da PCR com os iniciadores
Myc_spp_deg e A.laid3;

» Realizar os experimentos para identificar o limite de deteccao da PCR com os
iniciadores Myc_spp_deg e A.laid3;

« Elaborar o relatério de validagao.
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4 METODOLOGIA
4.1 Materiais e Métodos
4.1.1 Microrganismos de referéncia e culturas celulares:

Em diferentes épocas, culturas de diferentes espécies da classe Mollicutes ou seu
DNA foram cedidos pelo Departamento de Saude Coletiva Veterinaria e Saude Publica
(UFF) e pela Colegao de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS,
INCQS, Fiocruz), para o desenvolvimento de padrdes de DNA gendmico (gDNA) utilizados
nos testes de Seletividade e na definicdo do Limite de Detec¢cdo da PCR em validagéao.
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 disponiveis mais comumente
encontrados nas culturas celulares e de seus insumos.

Os sobrenadantes de culturas de diferentes células de mamiferos (humano, céo e
camundongo), livres de contaminacao por micoplasmas foram empregadas como matrizes
nos testes de Seletividade da PCR em validacao. Este material foi previamente testado
quanto & presenca ou auséncia de micoplasmas pelo método bioquimico MycoAlert™
PLUS Mycoplasma Detection kit, Lonza).

4.1.2 Extragdo do DNA gendmico e desenvolvimento de padrbes e controles:

A extragdo do DNA genémico de cada um dos microrganismos de referéncia cedidos
pela UFF e dos sobrenadantes de culturas celulares descritas acima foi realizada usando
o kit GenElute”™ Blood Genomic DNA (Sigma Life Science), seguindo as instrucdes do
fabricante, porém, eluidos em apenas 50ul da solugdo do Kit.

Os DNA de microrganismos de referéncia cedidos pelo INCQS-Fiocruz ja foram
disponibilizados extraidos com o protocolo recomendado para bactérias Gram negativas do
kit PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). No ato da extragdo de DNA, o material a ser
extraido foi inoculado seriadamente em meio de cultivo Frey modificado, que é um ajuste no
meio Frey original (FREY, 1968), a eficiéncia 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 cisteina, 30% (v/v) de soro equino e
30% (v/v) de soro suino. Para os meios sélidos, adicionou-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 adicao ao suplemento; o pH final foi ajustado
para 7,8. Os Mycoplasmas em meios de cultura liquidos e sélidos (21CAPP018) exibiram
o caracteristico crescimento. Foram utilizadas duas colunas de extragao para cada lisado
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celular e foram realizadas duas eluigées de 75 uL para cada coluna — perfazendo 300 uL de
cada DNA gendmico, aproximadamente.

Uma avaliacdo preliminar dos DNA gendmicos extraidos foi realizada por
espectrofotometria (com o nanodrop 2000c, Thermo Scientific, EUA) usando a densidade
Optica em 260nm para quantificagdo e a relacdo 260nm/280nm para confirmacédo de
pureza. A quantificacdo absoluta do DNA de micoplasmas (em numero de copias) foi feita
no sistema QX200 de Droplet Digital PCR (Bio-Rad, EUA) com os oligonucleotidios
projetados por Ramos-Junior (2018), com reagentes Bio-Rad® e EVAGreen®,
Termociclador C1000™™ Touch (Bio-Rad, EUA).

Os estoques de DNA foram mantidos em geladeira (4°C - 8°C) em microtubo selado
com parafilm. Com base nos resultados de quantificacao absoluta do ddPCR, foram feitas
diluicdes seriadas para os ensaios de seletividade e Limite de Detecgao.
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4.1.3 Sequenciamento e Andlise Filogenética dos Microrganismos de Referéncia:

Para os microrganismos cedidos pela UFF, foram realizados os sequenciamentos no
proprio laboratério (LAMAC/DIMAV/INMETRO) pelo método Sanger (SANGER; COULSON,
1975), empregando BigDye® Terminator V3.1 e o equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, EUA). Ja o sequenciamento dos microrganismos de referéncia cedidos
pelo INCQS-Fiocruz, foram executados pela empresa ACTgene-AgregaBiotec (https:/www.
agregabiotec.com/) que, adicionalmente, incluiu como resultado a analise filogenética das
sequéncias. A escolha na utilizacdo 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 Oligonucleotidios Universais:

Os produtos das extragbes dos microrganismos de referéncia 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 € um marcador universal para a identificacao de
géneros bacterianos (WRIGHT; BAUM, 2018);(YARZA, 2014). Para a PCR foram utilizados
20ng de gDNA, Tag DNA polymerase, 10X PCR Buffer, MgCl,, dNTPs e os seguintes
oligonucleotidios (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 extragdoes dos microrganismos de referéncia 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 3uL de gDNA, Taq DNA polymerase, 10X
PCR Buffer, MgCl,, dNTPs. O ensaio foi executado em um termociclador C1000 Touch™
(Bio-Rad, EUA).

O programa de ciclagem foi executado a 94 °C por 5 min, seguido por 37 ciclos a 94
¢C por 1 min, 55 °C por 1 min e 10 seg e 72 °C por 1 min, com uma etapa final a 72 °C por 5
min. Os produtos da amplificacao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
para verificacdo da presenca 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 direcoes
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 realizacdo da PCR foram utilizados 2,5 pmol de iniciador (785F
5-GGATTAGATACCCTGGTA-3’ ou 907R 5’-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3’) € 0,5 uL do
reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA), em um
volume final de 10 uL. O ensaio foi realizado em um termociclador LGC XP Cycler (Bioer
Technology) com uma etapa de desnaturacao inicial a 96 °C por 3 min, seguida de 25 ciclos
de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Apés a PCR, as amostras foram
purificadas por precipitacdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os
produtos precipitados foram diluidos em 10 yL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems,
EUA), desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no
sequenciador automatico armado com capilares de 50cm e polimero 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 paréametros 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 Andlise Filogenética:

Adicionalmente ao que foi solicitado a Agrega, foi realizada a analise filogenética das
sequéncias obtidas para o DNA de cada espécie enviada, comparando-as as depositadas
em banco de dados de 16S rDNA com qualidade controlada no EzBioCloud (YOON, 2017).
Sequéncias de 16S rDNA do género de interesse e de um grupo externo foram obtidas
em bancos de dados (LPSN, Ipsn.dsmz.de ou BacDive, bacdive.dsmz.de) e utilizadas para
inferéncia filogenética por Maxima Verossimilhanca. O grupo externo foi selecionado por
compartilhar a mesma familia do género analisado, de acordo com dados do Genome
Taxonomy Database (GTDB, gtdb.ecogenomic.org/tree). As sequéncias foram alinhadas
com o SINA 1.2.11 (PRUESSE, 2012) e as posigdes contendo gaps foram removidas. O
pacote phangorn (Schliep, 2011) v. 2.6.3 do R foi utilizado para reconstruir uma arvore de
neighbor joining (NJ). A fungdo ModelTest foi utilizada para selecionar o melhor modelo
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conforme o critério de informacao Akaike, utilizado para construir arvores filogenéticas
usando a estimativa de ML e empregando a arvore de NJ como ponto de partida. Um modelo
com numero de 500 bootstraps nao paramétricos foi calculado. A arvore 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 arvores e cladogramas.

4.1.4 Ensaios da Reagcao em Cadeia da Polimerase (PCR) para Validagao:

Os ensaios de PCR comerciais com o objetivo de detectar micoplasmas, em sua
grande maioria, utilizam oligonucleotidios para a regido conservada do gene 16S rDNA.

A PCR proposta para esta validagao utiliza oligonucleotidios (Myc_spp_deg e A.laid3)
para diferentes RNA transportadores, presentes em copia Unica no genoma (o que possibilita
a sua quantificacao absoluta por microrganismo). Definido anteriormente, as concentragdes
ideais dos pares F/R de Myc_spp_deg na reagéo foram 0,16 / 0,16 uM e dos pares de
A.laid3 em 0,24-0,16 uM

Os iniciadores Myc_spp_deg F e R para Mycoplasma, tem como alvo: (i):tRNA-
Fenil alanina, tRNA-Aspartato e regides espacadoras. Ja os iniciadores A.laid3 F e R para
Acholeplasma, tem como alvo: (i)-Gene para transcricao de Proteina Integral de Membrana
(WP_006784049.1); (ii)-tRNA-Leucina e regides espacadoras; (iii)-tRNA-Glicina e tRNA-
Prolina; (iv)-tRNA-Leucina, tRNA-Glutamina e regides espacgadoras; (v)-tRNA-Glutamina e
tRNA-Histidina. Com as concentragdes ideais dos pares de Myc_spp_deg na reagado em
0,16-0,16 uM e dos pares de A.laid3 em 0,24-0,16 uM (RAMOS JUNIOR, 2018).

Para os ensaios de PCR utilizados para a confirmacao da seletividade e definicdo
do Limite de Deteccédo (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 condi¢cdes de ciclagem ilustradas na Tabela 2. As
amplificacdes foram realizadas utilizando a JumpStart™ Tag DNA Polymerase 2.5
unidades/uL, 10X Buffer sem MgCl,e MgCl, 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 concentracdes de gDNA nas reagdes, por meio de diluicbes, para
cumprir com as necessidades dos diferentes ensaios, com a flutuacdo do volume de
amostra (gDNA), também ¢ alterado o volume de H,O livre de nucleases (Quadro 1). A
analise do resultado foi realizada por eletroforese dos produtos amplificados em gel de
agarose 3% com TAE e visualizagcdo com corante intercalante, brometo de etidio. As
bandas de amplificacées especificas foram avaliadas por densitometria Optica no
equipamento GelDoc (Bio-Rad) com o auxilio do software ImageJ Fiji.
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Quadro 2 — Condigdes de Ciclagem para a PCR Multiplex e Singleplex

Termociclagem
Programa: Myc spp deg Alaid3 PCR multi
Tampa: 105° Vol rea¢ao: 20uL.
Temp.(°C) Tempo Rampa Ciclos
95 10min p 1
95 30seg A 40
62 30seg D 40
72 30seg R 40
72 5min & 1
4 oo N 1

Condicoes 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 Reacao de PCR em Multiplex com iniciadores Myc_spp e A.laid3

Master Mix Myc_spp_deg e A.laid3 Vol. Total +
. Vol. Por reagio 10% erro

Reagente: ) ;

H;O - .
dNTPs 10mM 0,4 0,44
Myc_spp_deg F 0,8 0,88
Myc_spp_deg R 0,8 0,88
A.laid3_F 0,8 0,88
A.laid3_R 12 1,32
MgCl, 25mM 1,2 1,32
Taq polymerase 2.5units/uL 0,4 0,44
Taq Buffer 10x 2 22

Amostra (DNA) - -
Total: 20 22

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). Observagoes: (i) Quando a reacéo 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 dgua na reagéo; (ii) o volume final de reagédo (coluna central) prevé 20uL, na coluna da direita
temos o volume preparado de solugao-mae prevendo perda por erro na pipetagem ao distribuir o volume de
cada reagéo. / Fonte: Produzido pelo autor.
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41.41 Seletividade:

A seletividade € um dos principais parametros abordados no processo de validagéao,
uma vez que representa a capacidade em que o método pode quantificar/detectar o analito
na presenca de matrizes ou de outros materiais possivelmente interferentes. Um método
gue produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito
da de outros, € chamado seletivo (DOQ-CGCRE-008, 2020).

Por se tratar de uma PCR para detectar micoplasmas em cultivos celulares, tentamos
mimetizar ao maximo esse cenario. A analise de bactérias filogeneticamente préximas ja
havia sido previamente realizada (RAMOS JUNIOR, 2018). Neste trabalho, avaliamos a
influéncia de diferentes matrizes celulares e verificamos se as mesmas podem alterar
de alguma forma a detecgdao dos microrganismos. Chamaremos de matriz tudo que €
proveniente da cultura de células, suspensao constituida por restos celulares, diferentes
meios de cultura, tripsina, soro fetal bovino, dentre outras substancias. 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 Deteccéo (LD):

De acordo com o DOQ-CGCRE-008 (2020) o limite de deteccdo é a menor
concentracao detectavel do alvo, com confianga, na amostra. Para este método em questao,
o PCR convencional, sera utilizado o critério de Avaliacao/Percepg¢ao visual da presenga ou
auséncia de bandas e a determinagao do limite de detecc¢ao pela andlise de amostras com
concentracdes predeterminadas de analito. Para tanto, diluicoes seriadas dos padrbes 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 diluigcdes seriadas foram planejadas
para obter os seguintes valores: 10.000, 1.000, 100, 10, 5, 1 e 0,1 cOpias por reagao de
PCR (20uL). Foi considerado o Limite de detecgdo (LD) do método a menor concentragao
do alvo em que foi detectada sua presenca no teste das amostras das diluicdes do alvo,
teste a que demos nome de determinacdo do LD preliminar. A confianga no LD foi
estabelecida testando por 10 vezes o alvo do LD preliminar, esperando pelo menos 90% de
confianca, a este teste chamamos de determinacao do LD definitivo.
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4.2 Instrumentos de Medigao:
4.2.1 Espectrofotémetro

Espectrofotometro — Modelo Nanodrop 2000c¢ (Thermo-Scientific) (Figura 3) — Permite
a quantificacdo de &cidos nucleicos em leituras usando comprimento de onda de 260nm.
Além disso, pela relagao das leituras 260nm/280nm permite avaliar a pureza da amostra
de acidos nucleicos quanto a presenca de proteinas. Vale mencionar aqui que, embora a
relacdo 260nm/280nm esperada em solugdes puras de DNA seja de 1,8 aproximadamente,
este critério ndo é determinante para a exclusdo de amostras para a realizagao posterior do
PCR convencional ou mesmo ddPCR.

Figura 3 — Espectrofotometro

Fonte: Produzido pelo autor.

4.2.2 ddPCR — Droplet Digital PCR System (Sistema de PCR Digital em Goticulas)

O sistema QX-200 (Bio-Rad) de ddPCR, utilizado para a quantificagdo absoluta do
DNA dos padrdes de DNA de micoplasma, é composto por varios 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 Goticulas)

O AutoDG, do sistema QX200, é um equipamento automatizado que particiona a
reacdo de PCR em goticulas através de um circuito microfluidico para combinar éleo e
reacao aquosa para gerar cerca de 20 mil goticulas/micelas do volume necessario para a
analise de ddPCR. Em cada cartucho de preparo da emulsado é possivel processar até oito
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reagOes por vez em cerca de 2 minutos. Esta etapa é critica no processo de quantificagao
de DNA por ddPCR e extremamente trabalhosa. O uso do equipamento automatizado torna
0 processo mais rapido e gerando maior numero de goticulas de forma reprodutivel. Apds
preparadas as emulsdes de cada reacao, estas sao transferidas para pogos individuais de
uma microplaca de PCR de 96 posigdes.

4.2.2.2 PX1 PCR Plate Sealer (Seladora de Placas)

Este equipamento faz a selagem da placa de PCR. Tem funcao de selar a placa
de PCR com uma folha de aluminio, para evitar a evaporacdo da amostra durante a
termociclagem e, depois, permitir a coleta de cada reacéo para leitura do resultado da
amplificagéao.

4.2.2.3 Termociclador

A termociclagem das placas de reagdo 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 Goticulas)

Apds a amplificagcdo do DNA alvo nas reagdes emulsificadas, este instrumento
examina cada goticula individualmente fazendo a contagem daquelas negativas (sem
amplicons) e das positivas (com amplicons) usando um sistema de deteccdo de
fluorescéncia (definido para detectar marca¢des com FAM e VIC, HEX ou, na auséncia de
sondas, a marcacao de produtos amplificados por interacdo de EvaGreen®, que foi a
estratégia utilizada neste trabalho). A enumeracdo das goticulas PCR-positivas e
PCR-negativas permitem a quantificagcdo absoluta de acidos 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 Doc™ 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 etidio. O
equipamento conta com camera de zoom motorizada e o programa Quantity one (Bio-Rad).
Opcionalmente, o Imaged (um software de dominio publico para processamento e anélise
de imagens cientificas, com diversas extensdes e plugins) foi utilizado também nas analises
das fotografias geradas pelo Gel Documentador, Neste projeto utilizamos a fungao de
avaliacdo da densidade Optica 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 Referéncia:

Culturas dos micoplasmas M. arginini e M. orale e A. Laidlawii foram obtidas pelo
INCQS/Fiocruz, durante o periodo da pandemia. O DNA extraido foi avaliado e quantificado
pelo Nanodrop® e mostrou-se adequado para a continuagao dos ensaios. A concentragoes
obtidas foram: (A. laidlawii - 296,9ng/uL); (M. arginini - 14,2ng/ul); (M. orale - 18ng/uL). A
quantidade de colbnias evidenciadas nas placas confirmou a propor¢ao de DNA gen6émico
entre as amostras, ou seja, muito mais col6nias por placa/diluicao em A. laidlawii do que
em M. arginini e M. orale (Figuras 6, 7 e 8). Os marcadores nas imagens sao referentes a
50um.

Figura 6 — Fotografias das col6nias de micoplasmas obtidas em meio sélido através do plaqueamento
de diferentes dilui¢cdes (10, 10° e 10°) da cultura em caldo de Acholeplasma laidlawii
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Fonte: Imagens cedidas por Lawson, Rafael - INCQS (Fiocruz)

Figura 7 — Fotografias das col6nias de micoplasmas obtidas em meio sélido através do plaqueamento
de diferentes dilui¢ées (10, 10% e 10°) da cultura em caldo de Mycoplasma arginini

Fonte: Imagens cedidas por Lawson, Rafael - INCQS (Fiocruz)
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Figura 8 — Fotografias das col6nias de micoplasmas obtidas em meio sélido através do plaqueamento
de diferentes diluigées (10, 10° e 10°) da cultura em caldo de Mycoplasma orale
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Fonte: Imagens cedidas por Lawson, Rafael - INCQS (Fiocruz)

Com base no valor obtido pela quantificacdo prévia com o Nanodrop®, foram
calculadas as diluigcdes para os primeiros ensaios de PCR digital (ddPCR) ja que solugdes
muito diluidas ou concentradas de DNA nao quantificam bem pelo método. A concentracdo
de DNA na preparacdo de cada microrganismo (em copias/uL) foi obtida utilizando a
calculadora online DNA Copy Number and Dilution Calculator (Thermo-Scientific),
disponivel 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 copias do gDNA/uL; M. arginini — 20.075.591
copias do gDNA/uL e M. orale — 23.471.226 copias do gDNA/uL.

Quadro 3 — Estimativa de Concentragao do gDNA de cada uma das espécies de micoplasmas extraidos

A. laid - INFORMAGOES DNA M. orale - INFORMAGOES DNA M. arginini- INFORMACOES DNA
Massa molar por pb 650 Massa molar por pb 650 Massa molar por pb 650
considerada (g/mol)/bp considerada (g/mol)/bp considerada (g/mol)/bp |
Tamanho do fragmento (pb) 1500000 Tamanho do fragmento (pb) 710500 Tamanho do fragmento (pb) 655311
Massa molar (g/mol) 975000000 Massa molar(g/mol) 461825000 Massa molar (g/mol) 952250
Copias/ng 617641 Copias/ng 1303957 Copias/ng 632396955
A. laid - SOLUCAO ESTOQUE M. orale - SOLUCAO ESTOQUE M. arginini - SOLUCAO ESTOQUE
Concentraciio (ng/ul) 296,9 Concentragdo (ng/ul) 18 Concentraciio (ng/ul) 14,2
Copias/ul estoque 183377612.89 Copias/ul estoque 23471226 Copias/ul estoque 20075590.8

Célculos realizados com a ferramenta online, DNA Copy Number and Dilution Calculator (Thermo-Scientific),
disponivel 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 quantificagao 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 deteccdo por
bioluminescéncia (MycoAlert™™ PLUS Mycoplasma Detection kit, Lonza) (Tabela 2).

Tabela 2 — Verificacdo de Auséncia de Mycoplasmas nas culturas de células a serem utilizadas como
Matrizes, utilizando ensaio bioquimico por bioluminescéncia MycoAlert’ V' PLUS
Mycoplasma Detection kit, Lonza

Controle ouMatriz | LeituraA | LeituraB | RazdodeB/A | Interpretagdo
Controle Negativo | 19707 | 4369 | 022169 | Negativo
Controle Positivo | 3886 | 2725499 & 701,3636 | Positivo
MDCK-2 | 112501 | 51766 | 046013 |  Negativo
NIH 3T3 | 52426 | 33819 | 06458 |  Negativo
IEC-6 | 67022 | 40946 | 061087 |  Negativo
MCF-7 149217 | 79329 | 053163 Negativo

Foram testados os controles positivos e negativos fornecidos pelo Kit e as amostras de sobrenadantes das culturas das células
MDCK-2 (de Canis familiaris ) em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com 1% de aminoacidos ndo essenciais, 2 mM
de L-glutamina, 1,0 g/L de glicose & 10% de soro fetal bovino, NIH 3T3 (de Mus musculus) em Meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) modificado para conter 2 mM de L-glutamina, 4,5 g/L de glicose e 10% de soro fetal bovino, |IEC-8 (de Ratfus
norvegicus) em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com L-glutamina 2 mM, 4,5 g/L de glicose, insulina bovina 0,1
Unidade/mL e 5% de soro fetal bovino e MCF -7 (de Homo sapiens) em Meio RPMI-1640 modificado para conter 2 mM de L-
glutamina, 1 mM de piruvato de sédio, 4,5 g/L de glicose e 20% de soro fetal bovino. / Fonte: Produzido pelo Autor.

Confirmada a auséncia de micoplasmas nos sobrenadantes das culturas celulares,
seus DNA extraidos foram reavaliadas com este fim por PCR, utilizando os pares de
iniciadores Myc_spp_deg (F e R), apresentando também resultados negativos, demonstrado
pela auséncia de banda no gel de agarose 3% TAE (figura 9).
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Figura 9 — Verificacdo de Auséncia de Mycoplasmas nas Matrizes por PCR utilizando o par de
iniciadores Myc_spp_deg (F e R) (RAMOS JUNIOR, 2018)

1-NTC
2- MDCK-2
3- NIH 373

4- Padrao de peso
molecular 100bps

5- IEC-6 (70pb)
Tamanho esperado do
6- MCF-7 amplicon

No gel de agarose 3% em TAE, corado com brometo de etidio, temos: na Canaleta 1 - NTC, No Template Control/, sem DNA; 2- DNA
extraido de sobrenadante de cultura de células MDCK-2 (de Canis familiaris) em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
com 1% de aminoacidos ndo essenciais, 2 mMde L-glutamina, 1,0 g/L de glicose e 10% de soro fetal bovino, 3- DNA extraido de
sobrenadante de cultura de células NIH 3T3 (de Mus musculus) em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) modificado
para conter 2 mM de L-glutamina, 4,5 g/L de glicose e 10% de soro fetal bovino, 4- Padrido de peso molecular; 5- DNA extraido de
sobrenadante de cultura de células IEC-6 (de Rattus norvegicus) em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com L-
glutamina 2 mM, 4,5 g/L de glicose, insulina bovina 0,1Unidade/mL e 5% de soro fetal bovino e 6- DNA extraido de sobrenadante de
cultura de células MCF -7 (de Homo sapiens) em Meio RPMI-1640 modificado para conter 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de
sodio, 4,5 g/L de glicase e 20% de soro fetal bovino. / Fonte: Produzido pelo Autor.

5.3 Confirmacao de Identidade dos Microrganismos de Referéncia:

Os microrganismos cedidos pela UFF obtiveram confirmag¢do da identidade por
sequenciamento de DNA realizado no LAMAC usando iniciadores universais para regiao 16S
do rDNA. As anadlises das sequéncias consenso das 3 bactérias analisadas apresentaram
as sequéncias das espécies correspondentes como retorno na busca, feita pelo programa
BLAST no banco de dados GenBank (disponivel www.ncbi.nlm.nih.gov.br) com identidade
>99%. Nao foram observados matchs com outras bactérias de espécies filogeneticamente
proximas (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 — Resultados dos Sequenciamentos de DNA dos Microrganismos de Referéncia oriundos da

UFF

Microrganismos
de Referéncia
cedidos pela UFF

Sequéncias de 16S rDNA

M. orale

TCAGGATGAACGCTGGCTGTGTGCCTAATACATGCATGTCGAGCGGAAGTAGCAATACTTTAGCGGCGAATGG
GTGAGTAACACGTGCTTAATCTACCTTTTAGATTGGAATACCTAATGGAMACATTGGTTAATGCCGGATACGCAT
GAAGTCGCATGACTTCGTTGTGAAAGGAGCGTTTGCTCCGCTAAGAGATGAGGGTGCGGAACATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCTATGATGTTTAGCCGGGTCGAGAGACTGAACGGCCACATTGGGACTGA
GATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTCCACAATGAGCGAAAGCTTGATGGAGCGA
CACAGCGTGCACGATGAAGGCCCTCGGGETTGTAAAGTGCTGTTGCAAGGGAAGAACAGTTAGTTGAGGAAAT
GCTTCTAATCTGACGGTACCTTGTTAGAAAGCGATGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTC
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTTCGTAGGCTGTTTATTAAGTCTGGAGTCAAATCCCAGGGE
CTCAACCCTGGCTCGCTTTGGATACTGGTAAACTAGAGTTAGATAGAGGTAAGCGGAATTCCATGTGGAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAAAGGCGAAGGCAGCTTACTGGGTCTATACTGACGCTGAGGGAC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGATCATTAGTCGGTGGA
AAACTACTGACGCAGCTAACGCATTAAATGATCCGCCTGAG

M. argininf

TGCATGTCGAGCGAGGTTCTTTTGACCTAGCGGCGAATGEGTGAGTAACACGTGCTTMWTCTACCCTTTAGAT
TGGAATACCCAATGGAAACATTGGCTAATGCCGGATACGCATGGAATCGCATGATTCCGTTGTGAAAGGAGCC
YTTAAAGCTCCGCTAGAGGATGAGGGTGCGGAACATTAGTTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGACTATG
ATGTTTAGCCGGGTCGAGAGACTGAACGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATATTCCACAATGAGCGAAAGCTTGATGGAGCRACACAGCGTGCACGATGAAGGTCTTCGGAT
TGTARAGTGCTGTTATAGGGAAAGAACACCTGGTTGAGGAAATGCTTCCAGGCTGACGGTACCCTGTCAGAAA
GCGATGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGTTCGTAGGCTGTTTATTAAGTCTGGAGTCAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGCTCGCTTTGGATACTGGT
AAACTAGAGTTAGATAGAGGTAAGCGGAATTCCATGTGAAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCA
AAGGCGAAGGCAGCTTACTEGGGTCTATACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTCGGEGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATCATT

A. laidlawii

TGCANGTCGNACGAAGCATCTTCGGATGCTTAGTGECCAACGEETGAGTAACACGTAGATAACCTACCTTTAAC
TCGAGGATAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACTCGATAGGATGTGTGCATGAAAAAAACACATTTAAAGATTT
ATCGGTTTAAGAGGGGTCTGCGGCGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAAGCCTACCAAGACGATGATGCGTAG
CCGGACTGAGAGGTCTACCGGCCACATTGGGACTGAGAACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATTTTCGGCAATGGGGGAAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGACGAAGTACTTCGGTATGTAAAGT
TCTTTTATATGGGAAGAAAAATTAAAAATTGACGGTACCATATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGTGGTTATAAAAG
TTTGTGGTGTAAGTGCAGTGCTTAACGCTGTGAGGCTATGAARACTATATAACTAGAGTGAGACAGAGGCAAGT
GGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTC
TATACTGACACTGATGCACGAAAGCGTGGGCGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGAACTAAGTGTTGGCCAAAAGGTCAGTGCTGCAGTTAACGCANTAA

Fonte: Produzido pelo autor.
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Tabela 4 — Detalhes sobre as buscas por sequéncias similares realizadas com o programa BLAST no
Genbank (http://www.nibi.nlm.nih.gov.br) para a confirmacao de identidade dos
Microrganismos de Referéncia Cedidos pela UFF

S Identidade Numero de Numero de
Co?lse:s: Satisfatoria com Match Match
Amostra ; i Espécie Iniciadores Satisfatorio com Satisfatorio com
Pos Analise e S
(bp) Correspondente a Especie Espéecie nao
P (%) Correspondente Correspondente
M. orale 845 100 27F 907R 6 0
M. arginini 764 99,35 27F 907R 13 0
A. laiclawdi 782 100 27F 907R 17 0

Fonte: Produzido pelo autor.

As amostras de referéncia cedidas pelo INCQS-Fiocruz, foram sequenciadas pela
Agregra Biotec usando iniciadores universais para regidao 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 Referéncia oriundos do
INCQS.

Microrganismos
de Referéncia
cedidos pelo

INCQS-Fiocruz

Sequéncias de 165 rDNA

CTCAGGATGAACGCTGGCTGTGTGCCTAATACATGCATGTCGAGCGGAAGTAGCAATACTTTAGCGGCGAATG
GGTGAGTAACACGTGCTTAATCTACCTTTTAGATTGGAATACCTAATGGAAACATTGGTTAATGCCGGATACGCA
TGAAGTCGCATGACTTCGTTGTGAAAGGAGCGTTTGCTCCGCTAAGAGATGAGGGTGCGGAACATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCTATGATGTTTAGCCGGGTCGAGAGACTGAACGGCCACATTGGGACTG
AGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTCCACAATCGAGCGAAAGCTTGATGGAGCGA
CACAGCGTGCACGATGAAGGCCCTCGGGTTGTAAAGTGCTGTTGCAAGGGAAGAACAGTTAGTTGAGGAAAT
GCTTCTAATCTGACGGTACCTTGTTAGAAAGCGATGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTC
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTTCGTAGGCTGTTTATTAAGTCTGGAGTCAAATCCCAGGG
CTCAACCCTGGCTCGCTTTGGATACTGGTAAACTAGAGTTAGATAGAGGTAAGCGGAATTCCATGTGGAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAAAGGCGAAGGCAGCTTACTGGGTCTATACTGACGCTGAGGGAC
M. orale GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGATCATTAGTCGGTGGA
AAACTACTGACGCAGCTAACGCATTAAATGATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGGAAT
TGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGATACGCGGAGAACCTTACCCACTCTTG
ACATCCCCTGCAAAGCTATAGAGATATAGTAGAGGTTAACAGGGTGACAGATGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTTGGTCAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGTTACTAACGAGTCATGTCGA
GGACTCTAGAGATACTGCCTGGGTAACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCTCTTACGA
GTGGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGAGAAGCAATATGGCGACATGGAGCAAATCTCAAAAA
GCCGATCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAATTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCT
ACGCTGCGETGAATACGTTCTCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCTGGTAATACCCAAAG
TCGGTTTGCTAACCTCGGAGGCGACTGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAAC
CGTAA
TTATGGCTCAGGATGAACGCTGGCTGTGTGCCTAATACATGCATGTCGAGCGAGGTTCTTTGAACCTAGCGGC
GAATGGGTGAGTAACACGTGCTTAATCTACCCTTTAGATTGGAATACCCAATGGAAACATTGGCTAATGCCGGA
TACGCATGGAATCGCATGATTCCGTTGTGAAAGGAGCCYTTAAAGCTCCGCTAGAGGATGAGGGTGCGGAACA
TTAGTTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGACTATGATGTTITAGCCGGGTCGAGAGACTGAACGGCCACAT
TGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTCCACAATGAGCGAAAGCTTGA
TGGAGCRACACAGCGTGCACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTGCTGTTATAGGGAAAGAACACCTGGTTG
AGGAAATGCTTCCAGGCTGACGGTACCCTGTCAGAAAGCGATGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CATAGGTCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTTCGTAGGCTGTTTATTAAGTCTGGAGTCAAA
TCCCAGGGCTCAACCCTGGCTCGCTTTGGATACTGGTAAACTAGAGTTAGATAGAGGTAAGCGGAATTCCATGT
GAAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAAAGGCGAAGGCAGCTTACTGGGTCTATACTGACGCT
M. arginini  |GAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATCATTAGT
CGGTGGAGAGTTCACTGACGCAGCTAACGCATTAAATGATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGTGAAACT
TAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGCAGCATGTGGTTTAATTTGAAGATACGCGGAGAACCTTAC
CCACTCTTGACATCCTTCGCAATGCTATAGAGATATAGCGGAGGTTAACGGAGTGACAGATGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTCGAGATGTTTGGTCAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGTTACTAACGAGT
CATGTCGAGGACTCTAGAGATACTGCCTGGGTAACTGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCT
CTTACGAGTGGGGCAACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGAGAAGCAATATGGCGACATGGAGCAAATC
TCAAAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAATTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAG
ATCAGCTACGCTGCGGTGAATACGTTYTCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCTGGTAATA
CCCAAAGTCGGTTAGCTAACCTCGGAGGCGACCGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACA
GGGTAACCCG

ATTTCCCGTGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAGCATCTTCGGATGCT
TAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGATAACCTACCTTTAACTCGAGGATAACTCCGGGAAACTGGAGCTA
ATACTGGATAGGATGTGTGCATGAAAAAAACACATTTAAAGATTTATCGGTTTAAGAGGGGTCTGCGGCGCATT
AGTTAGTTGGTGGGGTAAAAGCCTACCAAGACGATGATGCGTAGCCGGACTGAGAGGTCTACCGGCCACATT
GGGACTGAGAACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGGGGAAACCCTGAC
CGAGCAACGCCGCGTGAACGACGAAGTACTTCGGTATGTAAAGTTCTTITATATGGGAAGAAAAATTAAAAATT
GACGGTACCATATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCGAGCGTTA
TCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGTGGTTATAAAAGTTTGTGGTGTAAGTGCAGTGCTTAACGCT
GTGAGGCTATGAAAACTATATAACTAGAGTGAGACAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTAARATGCGT
AAATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTATACTGACACTGATGCACGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATCAGAACTAAGTGTTGGCCAAAAGGTC
AGTGCTGCAGTTAACGCATTAAGTTCTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGACCCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATAC
TCTGCAAAGGCTTAGAAATAAGTTCGGAGGCTAACAGATGTACAGGTGGTGCACGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGCTAGTTACCATCATTAAGTTGGGGACTCT
AGCGAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACAAACGTGATACAATGGCTGGAACAAAGAGAAGCGATAGGGTGACCTGGAGCGAAACTCACAAAAACAGTC
TCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAARATCAGCATGTTGCG
GTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAACCACGAAAGTGGGCAATACCCAACGCCGGTGGC
CTAACCCGAAAGGGAGGGAGCCGTCTAAGGTAGGGTCCATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAGGTAACCGTAA

A. laidfawii

Fonte: Produzido pelo autor.
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Tabela 6 — Detalhes sobre as buscas por sequéncias similares realizadas com o programa EzBioCloud
(http://www.ezbiocloud.net/) para a confirmacao de identidade dos Microrganismos de
Referéncia Cedidos pelo INCQS-Fiocruz. Amostras: SALA (Sequencia de A. laidlawii) ,
SORA (Sequencia de M. orale) e SARG (Sequencia de M. arginini)

Amostra Espécie mais proxima® Similaridade Género?
SALA Acholeplasma laidlawii ATCC 23206 (U14905) 99,44% Acholeplasma
SORA Mycoplasma orale ATCC 23714 (ATUHO1000005) 100,00% Mycoplasma
SARG Mycoplasma arginini G230 (AF125581) 100,00% Mycoplasma

' Cddigosde acesso s&o apresentados entre parénteses.

2 Considerando 94,5% como o limiar de similaridade para a identificacido de géneros de

|bactérias (Yarza et al., 2014).

Fonte: Adaptado de AgregaBiotec

Adicionalmente a andlise das sequéncias, foi feita analise filogenética das amostras
em que se concluiu que: SALA pode ser considerada como pertencente ao género
Acholeplasma, sendo SORA e SARG consideradas como pertencentes ao género
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 Analise Filogenética das amostras SALA (Sequéncia de A. laidlawii), SORA
(Sequéncia de M. orale) e SARG (Sequéncia de M. arginini).
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Cladograma inferido por Maxima Verossimilhanc¢a das sequéncias do gene codificador
do 16S rRNA. Os codigos de acesso das sequéncias (ncbi.nim.nih.gov/genbank) sé&o
mostrados ap6s a descricdo dos nomes e linhagens das espécies bacterianas. Os
circulos pretos nos pontos de ramificacdo indicam valores de bootstrap > 70%. Arvores
baseadas em um Unico marcador filogenético tendem a ter ramos com baixos valores
de bootstrap (Klenk e Goker, 2010) / Fonte: Adaptado de AgregaBiotec

5.4 Extracao do DNA Gendmico e Desenvolvimento de Padrées e Controles:

Com a identidade das espécies confirmadas por sequenciamento, partimos para o
desenvolvimento dos padrées de DNA das diferentes espécies de micoplasmas a fim de
utiliza-los como referéncia nos ensaios de seletividade e limite de deteccdo. As
quantificagdes absolutas do DNA nesses padrdes foram feitas por ddPCR com os pares de
iniciadores Myc_spp_deg (F e R) e A. laid3 (F e R), estabelecendo a concentracdo em
copias/ul.
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No processo de quantificagdo, foram aceitas apenas as reacées ddPCR com
formacao 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 propésito a quantificagao inicial,
tomando como base a estimativa de concentracdo obtida por Nanodrop®. Este ensaio foi
realizado utilizando 3uL de uma diluicdo de 1/10 das preparagdes de DNA extraido de cada
um dos microrganismos de referéncias cedidas pelo INCQS-Fiocruz. O resultado obtido ndo
foi satisfatorio, pois houve saturacao de goticulas positivas por excesso de DNA, impedindo
a quantificacao (Graéfico 1).

Figura 11 — Primeira Quantificacdo dos padroes de DNA das diferentes espécies de micoplasmas por
ddPCR. Acima, representacéo das populacoes de goticulas positivas (em azul) e negativas
(em cinza) em cada amostra. Abaixo, quantificacao cépias/uL de reacao das diluicdes 1/10
dos diferentes dos padroes: M. orale, M. arginini e A. Laidlawii. Imagens geradas pelo
programa QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR
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Amostras; A12) M. orale 1/10 com iniciadores Myc_spp_deq; B12) M. arginini 1/10 com iniciadores Myc_spp_deg; C12)
A. Laidlawii 1/10 com iniciadores A.laid3; D12) NTC (no template control) com iniciadores Myc_spp_deg; E12) NTC (no
template controly com iniciadores A.laid3. / Fonte: Produzido pelo autor
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Gréfico 1 — Apresentagao do nimero de eventos positivos, negativos e totais em cada amostra da Primeira
Quantificagao dos Padrées de DNA. Dados obtidos pelo programa QuantaSoft do sistema QX200
(Bio-Rad) de ddPCR
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Fonte: Produzido pelo autor.

Tendo em mente que na quantificagao das diluicbes 1/10 das preparacoes de DNA
de cada espécie (Figura 11) houve saturagcdo com esferas positivas, novos calculos de
diluicao foram elaborados tomando também como base a quantificagao inicial feita por
espectrofotometria, visando obter como leitura final da ddPCR 20 mil cépias nos 20ulL de
reagdo ou 1.000 copias/uL de reago. Para tanto, preparamos para cada uma das solugtes
de DNA uma diluicdo contendo aproximadamente 6.666cp/uL e, desta, utilizamos 3uL por
reacao de ddPCR (calculos na Figura 12 e resultados da quantificagcdo por ddPCR na Figura
13).
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Figura 12 — Calculo das novas diluicoes dos padroes de DNA das diferentes espécies de micoplasmas
para Quantificacao absoluta por ddPCR. De cada, foram preparadas solu¢des com
concentracéo 6.666 copias/uL (conforme dados de espectrofotometria), aplicando-se por
reacédo 3 uL de amostra. Desta forma, espera-se que cada diluicdo apresente 20.000 copias
nos 20uL de reacéo de ddPCR.

A. laid - DILUICAO M. orale - DILUICAO

Concentragdoe desejada

{cp/ul)

Concentragdo desejada {cp/ul) 6666

6666

Para ter 20mil cp em 20uL de reacéo

Para ter 20mil cp em 20uL de reacéo

DIL1 —C1.V1 =L£2.V2 3ul DNA DILT - (1.V1 =L2.V2 3ul DNA
183377612.89x 3=C2x 1000  amostra mae 23471226 x 3 =C2x 1000  amostra mae
55.013.283,87 997ul H20 70.413,68 997ul H20
DIL2-CLV1I =C2.V2 I' DIL2-C1.V1 =(2.V2 I’
55.013.283,867 x3=C2x 1000 3ulDNADIL1 70413,678x3=6666xV2 3ulDNADIL1
165.039,85 997ul H20 31,69 28,69ul H20
DIL3-L1.V1 = £2.V2 l
165039,85x 20 = 6666 x V2 ~ 20ul DNA DIL 2
495,16 475,16ul H20
M. arginini - DILUICAO
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DIL1 —C1.V1I =(£2.V2 2ul DNA
20075590.8 x2 =C2x 1000 amostra mae

40.151,18 998ul H20
DIL2-C1.V1 =C2.V2 l
40.151,18 x 10 =6666 x V2 10ul DNA DIL1
60,23 50,23ul H20

Observagao: Estas novas diluigbes foram preparadas buscando evitar a saturagéo das reagoes de ddPCR
com goticulas positivas, de forma a permitir uma quantificagdo adequada. / Fonte: Produzido pelo autor.



Capitulo 5. RESULTADOS 51

Figura 13 — Segunda Quantificacdao dos padroes de DNA das diferentes espécies de micoplasmas por

Concentration(Copies/ul) - |

L2

ot

ddPCR. Acima, representacao das populagcoes de goticulas positivas (em azul) e negativas

(em cinza) em cada amostra. Abaixo, quantificacao copias/uL de reacao das diluicées dos

diferentes dos padroes: M. orale, M. arginini e A. laidlawii. Imagens geradas pelo programa
QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR.

NTC Myc_spp_deg NTC A.laid3 M. orale M. arginini A. laidiawii
30000
5
S 20000
£ 10000
< ; , . :
D i i | i
1
350 AD1 BO1 co1 Do EO1
1
300 2.5_
o
50
188
o T
50
100
50 - - - -
0 732
0 B - - ! 1 . =2
0
AO1 BO1 o1 D1 E01

Amostras: A01) NTC (no template control) com iniciadores Myc_spp_deg; BO1) NTC (no template control) com
iniciadores A laid3; C01) Preparacéc de DNA de M. orale com expectativa de conter 1.000 copias/uL de reacio (tomando
como base quantificacdo por espectrofotometria), utilizando iniciadores Myc_spp_deg; D01) Preparacio de DNA de M.
arginini com expectativa de conter 1.000 copias/uL de reacio (tomando como base quantificacdo por espectrofotometria),
utilizando iniciadores Myc_spp_deqg; E01) Preparacdo de DNA de A. laidlawii com expectativa de conter 1.000 cdpias/uL
de reacdo (tomando como base quantificacdo por espectrofotometria), utilizando iniciadores A.laid3. / Fonte: Produzido
pelo autor.
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Gréfico 2 — Apresentagao do nimero de eventos positivos, negativos e totais em cada amostra da Segunda
Quantificagao dos Padrées de DNA. Dados obtidos pelo programa QuantaSoft do sistema QX200
(Bio-Rad) de ddPCR
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Fonte: Produzido pelo autor.

Por ddPCR, foi observada uma concentragdo de copias/uL de reacdo inferior a
estimada inicialmente por espectrofotometria em Nanodrop®. Os valores obtidos pela
técnica de referéncia de quantificagdo absoluta de acidos nucleicos, a PCR digital, foram as
consideradas a partir desta etapa na caracterizacao de um lote de padrdes de DNA dos
Microrganismos de referéncia, conforme apresentados na Tabela 7, abaixo.

Tabela 7 — Resultados da quantificacao absoluta por ddPCR dos padroes de DNA de diferentes
espécies de micoplasmas

Soluga
ddPCR ddPCR Diluigio Diluicio S
DNA Fator de mae
Copias/pL de | Cépias/20pL | Codpias/3ul |Codpias/ul da| diluigdo ..
_ 1 N Ll Copias/ul
reagdo de reagdo | dadiluigdo diluigdo
A. laidlawii 7,32 146,4 1464 18,7 2.750.560,90|13.176.315
M. orale 188 3.760 3.760 1.253,30 3.520,70 | 4.412.493
M. arginini 281 5.620 5.620 1.873,30 3.011,50 |5.641.443

Fonte: Produzido pelo autor.

A partir desses padrdes, foi possivel preparar diluicbes com concentracao conhecida
de DNA, para testar por PCR e estabelecer o Limite de detecgao dos ensaios em validagao
neste trabalho. A curva de diluicdo apresentada a seguir (Figura 14) foi idealizada de forma
preliminar, que auxiliou no entendimento sobre o funcionamento do iniciador myc_spp_deg,
as diferencas e perdas/degradacao do gDNA no tubo estoque e limitagcbes do ddPCR
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(Grafico 3). Por meio destas defini¢des, foi preparada a curva dos ensaios de limite de
detecgéo do M. orale; ja a produzida para A. laidlawii (Figura 15)(Grafico 4) foi definida logo
como a definitiva.

Figura 14 — Quantificacao de diluicoes do padrao de DNA de Mycoplasma orale por ddPCR. Acima,

Concentration(Copies/ul) - m
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representacao das populacoes de goticulas positivas (em azul) e negativas (em cinza) em
cada amostra. Abaixo, quantificacao cépias/uL de reagéo das diluicoes do padriao em
caracterizacao. Imagens geradas pelo programa QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad)

de ddPCR.
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Amostras: A0B) NTC (no template control) com iniciadores Myc_spp_deg; B06) Preparagéo de DNA de M. orale com
expectativa de conter 1.500.000 copias em 20uL de reacg&o; CO08) Preparag&o de DNA de M. orale com expectativa de
conter 150.000 copias em 20pL de reacao; DO6) Preparacdo de DNA de M. orale com expectativa de conter 15.000
copias em 20puL de reagdo; EO7) Preparagdo de DNA de M. orale com expectativa de conter 1.500 copias em 20uL de
reacdo, FOB) Preparacao de DNA de M. orale com expectativa de conter 150 cépias em 20pL de reacio; G08)
Preparagao de DNA de M. orale com expectativa de conter 15 cépias em 20uL de reagéo; HOB) Preparagdo de DNA de

M. orale com expectativa de conter 1,5 copias em 20uL de reacéo; A07) Preparacdo de DNA de M. orale com expectativa

de conter 0,15 copias em 20pL de reagao / Fonte: Produzido pelo autor
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Gréfico 3 — Apresentagéo do nimero de eventos positivos, negativos e totais em cada amostra da
Quantificacéo dos Padrées de DNA de Mycoplasma orale. Dados obtidos pelo programa
QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR
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Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 15 — Quantificacao de diluicdes do padrao de DNA de Acholeplasma laidlawii por ddPCR.
Acima, representacao das populacoes de goticulas positivas (em azul) e negativas (em
cinza) em cada amostra. Abaixo, quantifica¢do copias/uL de reacao das diluicoes do
padrao em caracterizacao. Imagens geradas pelo programa QuantaSoft do sistema QX200
(Bio-Rad) de ddPCR.
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Amostras: A11) Preparacéo de DNA de A. laidlawii com expectativa de conter 10.000 cépias em 20uL de reagdo; B11
Preparacédo de DNA de A. laidlawii com expectativa de conter 1.000 cédpias em 20uL de reacio; C11) Preparacdo de
DNA de A, laidlawii com expectativa de conter 100 copias em 20uL de reacao; D11) Preparagéo de DNA de A. laidlawii
com expectativa de conter 50 copias em 20uL de reagao; E11) Preparagéo de DNA de A. Jaidlawii com expectativa de
conter 20 cépias em 20pL de reagéo; F11) Preparacdo de DNA de A. laidlawii com expectativa de conter 10 cépias em
20pL de reacdo; G11) Preparacao de DNA de A. laidlawii com expectativa de conter 0,1 copias em 20yl de reacao;
H11) NTC (no template control) com iniciadores A laid3 /Fonte: Produzido pelo autor.
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Grafico 4 — Apresentacdo do nimero de eventos positivos, negativos e totais em cada amostra da
Quantificacéo dos Padrées de DNA de Acholeplasma laidlawii. Dados obtidos pelo programa
QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR
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Fonte: Produzido pelo autor.

Vale ressaltar que a faixa 6tima de trabalho, ou seja, as quantificagdes mais precisas
pelo ddPCR ocorrem em uma faixa de 30%-60% de micelas positivas. Durante a andlise
dos resultados, constatamos que a Unica amostra que seguiu esse critério, foi a diluicdo
1/100 com valor estimado de 15.000 copias em 20uL de reagéo, (Tabela 8).

Tabela 8 — Resultados da quantificacao absoluta por ddPCR dos padroes de DNA de Mycoplasma
orale com valores de corre¢ao e porcentagem de goticulas positivas. Dados obtidos pelo
programa QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad) de ddPCR

Diluigdo Conc Tedrica Conc (cp/ul) Volrct (ul) (F) Fator Dil x20/3x(F) Dropletsaceitas Droplets Pos (%)
1 1,5M cp/rct 1000000 20 1/8,82 58.800.000 17.443 100%
1/10 150.000 cp/rct 8056 20 1/88,2 4.736.928 17.892 99,89%

1/100 15.000 cp/rct 802 20 1/ 882 4.715.760 17.286 49,40%
1/3.333 20.000 cp/rct 188 20 1/3.177 3.981.840 15.524 14,80%
1/1.000 1.500 cp/rct 79 20 1/8.820 1.117.200 18.933 6,49%
1/10.000 150 cp/frct 13,4 20 1/ 88.200 7.879.200 19.094 1,14%

1/ 100.000 15 cp/rct 1,92 20 1/882.000 | 11.289.600 20.206 0,16%
1/ 1M 1,5 cp/frct 1,24 20 1/8.820.000| 72.912.000 19.955 0,1%

Fonte: Produzido pelo autor.

Estas analises demandaram alguns dias, e para se ater a quantificacdo mais precisa
de M.orale (pois ha degradacao do DNA ou perda para as paredes do tubo), incluimos
mais um ensaio com ddPCR preliminar. A reavaliagdo evidenciou que houve alteragao de
802cp/uL para 727cp/uL (Figura 16). A partir desta amostra, foi concluida a curva de dilui¢céo
definitiva para M. orale (Tabela 9).
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Figura 16 — Quantificacao de diluicao do padrao de DNA de Mycoplasma orale por ddPCR. Acima,
representacao das populacoes de goticulas positivas (em azul) e negativas (em cinza) em

cada amostra. Abaixo, quantificacao cdpias/uL de rea¢ao da diluicao do padriao em

caracterizacao. Imagens geradas pelo programa QuantaSoft do sistema QX200 (Bio-Rad)
de ddPCR.
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Amostras: FO8) NTC (no template confrol) com iniciadores Myc_spp_deq; G08) Preparagdo de DNA de
M. orale com expectativa de conter 15.000 copias em 20l de reacdo /Fonte: Produzido pelo autor
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Tabela 9 — Calculo das novas diluic6es do padrao quantificado por ddPCR de DNA de Mycoplasma
orale para curva de diluicao seriada a ser utilizada para Limite de deteccao preliminar e

Limite de deteccao definitivo

ddPCR M.orale = 727 x 20 = 14.540 cp/rct

14.540 cp/rct +3 = 4.846,66 cp/ul

| DIL1-

ClL.V1=C2.v2 )
4.846,66 x V1 =3.333,33 x50

V2 = 166.666,5 / 4.846,66 =[34,38 DNA
10.000 cp/rct PCR com 3ul i::zi 32{? €
[ biL2- 5ul DNA DIL 1 - 45ul H20 1000 |
[ DIL3- 5ul DNA DIL 2 - 45ul H20 100 |
[ DIL4- 5ul DNA DIL 3 - 45ul H20 10 |
[ DILsS- 25ul DNA DIL4 - 25ul H20 5 |
[ piLe- Sul DNA DIL 4 - 45ul H20 1 |
[ DIL7- Sul DNA DIL 6 - 45ul H20 0,1 |

Fonte: Produzido pelo autor
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5.5 Ensaios de validacao da PCR:
5.5.1 Seletividade:

Os testes de seletividade foram feitos utilizando uma reagdo multiplex com
Iniciadores Myc_spp_deg (F e R) e A.laid3 (F e R). Foi observado, no entanto, presenca de
amplicons com alturas de banda inespecificas, talvez por fungéo de alguma interagao entre
os iniciadores myc_spp_deg e A. laid3 com o DNA gendémico alvo na amostra (Figura 17).
Assim, as analises de seletividade passaram a ser executadas somente com os iniciadores
de Acholeplasma laidlawii em singleplex (Figura 18). Houve amplificacdo especifica desse
microrganismo sem interferéncia da matriz nas concentragdes de 1.000 copias em 20ulL de
reagéo e 10 copias em 20uL de reacdo. A seletividade com bactérias filogeneticamente
préximas foi realizada durante a dissertagdo de Ramos Junior (2018) (Figura 19) é
mostrado que a reacado de PCR consegue amplificar outras bactérias, no entanto, num
padrao 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%

1. Padrao de peso molecular (100pb)

2. M. orale 50cp em 20pL de reagao

3. M. orale 50cp em 20l de reagdo

4. M. orale 50cp em 20pL de reag&o com Balb 3T3 clone A31

5. M. orale 50cp em 20pL de reagdo com Balb 373 clone A31

6. M. orale 50cp em 20pL de reagdo com MCF-7

7. M. orale 50cp em 20pL de reacao com MCF-7 Pt : H
8. Padrao de peso molecular (100pb) Lo 3 == |
9. M. arg S0cp em 20uL de reacéo -
10.M. arg S0cp em 20uL de reagéo - an ™
11.M. arg S0cp em 20uL de reacfo com Balb 373 clone A31 v - -

12.M. arg 50cp em 20uL de reag&o com Balb 3T3 clone A31
13.M. arg 50cp em 20pL de reagdo com MCF-7

14.M. arg S0cp em 20uL de reagdo com MCF-7

15.Padrao de peso molecular (100pb)

16.Padrao de peso molecular (100pb)

17.A. laid 50cp em 20pL de reacéo

18.A. laid 50cp em 20pL de reagao

19.A. laid 50cp em 20pL de reagdo com Balb 3T3 clone A31
20.A. laid 50cp em 20uL de reac@o com Balb 3T3 clone A31
21.A. laid 50cp em 20pL de reagdo com MCF-7

22.A. laid 50cp em 20L de reagdo com MCF-7

23.Padréo de peso molecular (100pb)

24.NTC Multiplex myc_spp_deg e A.laid3

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%
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. NTC singleplex A.laid3

. NTC singleplex A.laid3 com matriz MDCK-2

. NTC singleplex A.laid3 com matriz MCF-7

. NTC singleplex A.laid3 com matriz IEC-6
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. A. laid 1000cp em 20uL de reagao

. A. laid 1000cp em 20uL de reacéo

. A, laid 1000cp em 20uL de reacéo com MDCK-2
. A. laid 1000cp em 20pL de reagdo com MDCK-2
10.A. laid 1000cp em 20uL de reag&o com MCF-7 W .S R e e .
11.A. laid 1000cp em 20pL de reagdo com MCF-7
12.A. laid 1000ep em 20uL de reacdo com IEC-6
13.A. laid 1000cp em 20pL de reag&o com IEC-6 S5 16 .17+ 18w 194 204212252029
14.Padréo de peso molecular (100pb)
15.Padrao de peso molecular (100pb)

16.A. laid 10cp em 20pL de reacéo

17.A. laid 10cp em 20pL de reagéo

18.A. laid 10cp em 20uL de reagé&o com MDCK-2
19.A. laid 10cp em 20pL de reagido com MDCK-2
20.A. laid 10cp em 20pL de reacdo com MCF-7
21.A. laid 10cp em 20pL de reagéo com MCF-7
22.A. loid 10cp em 20pL de reacdo com IEC-6
23.A. loid 10cp em 20pL de reacdo com IEC-6

24 Padrao de peso molecular (100pb)

oo~ bW

Fonte: Produzido pelo autor

Figura 19 — Seletividade da PCR com A. laidlawii e Bactérias Filogeneticamente Proximas
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Fonte: Adaptado de RAMOS-JUNIOR (2018)
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5.5.2 Densitometria Optica:

A densitometria éptica solucionou a questao pertinente as matrizes celulares, se as
mesmas eram capazes de inibir a amplificacdo ou gerar interferéncia na intensidade das
bandas no gel de agarose (produtos da eletroforese) quando adicionados conteudo dessas
matrizes na reacao de PCR.

O experimento utilizado como base para a densitometria Optica foi a seletividade
de A.laid em Singleplex, na Figura 18, justamente por ter sido realizado com duplicatas
de diferentes concentragées 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 fluorescéncia de cada
banda no gel foi transformada em graficos (Figura 20), no qual a altura do pico em pixels
(px) mostrou que todas as matrizes testadas influenciaram positivamente na deteccao do
A.laidlawii (intensificaram a fluorescéncia da banda). No entanto, a matriz MCF-7 foi a que
menos influenciou (Figura 21). Por este motivo, o limite de deteccao foi realizado com esta
matriz.

Figura 20 — Exemplo de Grafico Gerado pelo ImageJ

Fonte: Produzido pelo autor
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Figura 21 — Densitometria Optica da Seletividade com A. laidlawii
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Fonte: Produzido pelo autor

5.5.3 Limite de Deteccao (LOD):
5.5.3.1 Limite de deteccao preliminar:

Para o limite de detecgao preliminar de A.laidlawii, foi utilizada a curva de diluigdo
quantificada por ddPCR (Figura 15), e para o M.orale, as novas diluicdes (Tabela 9)
baseadas na ultima quantificacdo (Figura 16). Das concentra¢des desejadas foi retirado 3uL
e adicionado ao conteudo da PCR para posterior anélise em gel de agarose 3% TAE. Todas
as amostras foram avaliadas com a matriz MCF-7. A Ultima amostra a apresentar banda no
gel de agarose foi a de concentragdo de 5 copias de DNA em 20uL de reagdo (Figura 22)
para A. laidlawii e 100 copias de DNA em 20uL de reagédo para M. orale (Figura 23).
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Figura 22 — Limite de Deteccéo 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%

NTC A.laid3 F e R com MCF-7

. Padrao de peso molecular (100pb)

A. laid 10.000cp em 20pL de reag&o com MCF-7
. A loid 1.000cp em 20uL de reagido com MCF-7
. A. laid 100cp em 20uL de reacdo com MCF-7

. A. loid 10cp em 20l de reagc&o com MCF-7

. A. laid 5cp em 20pL de reag8o com MCF-7

8. A. laid 1cp em 20puL de reagéo com MCF-7

9. A laid 0,1cp em 20uL de reagdo com MCF-7
10.Padréo de peso molecular (100pb)

ENT

~ o bn

Fonte: Produzido pelo autor

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

Padrdo de peso molecular (100pb)
NTC Myc_spp_deg FeR

. M. orale 10.000cp em 20uL de reacdo 8
. M. orale 1.000cp em 20uL de reagéo
M. orale 100cp em 20pL de reacéo
Padrdo de peso molecular (100ph)

M. orale 10cp em 20pL de reacdo

8. M. orale 5cp em 20uL de reagéo

9. M. orale 1cp em 20uL de reacéo
10.M. orale 0,1cp em 20yl de reagao
11.Padrdo de peso molecular (100pb)

CUE L

~

Fonte: Produzido pelo autor

5.5.3.2 Limite de deteccao definitivo:

No limite de deteccao definitivo, foram testadas 10 amostras em replicata com 5
copias de DNA em 20uL de reacgdo para A. laidlawii e 100 copias de DNA em 20ulL de
reacao para M. orale , em que todas apresentaram banda. Assim foi determinado o limite
de detecgao com intervalo de confianga de 100% (Figura 24 e 25).
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Figura 24 — Limite de Deteccao 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%

1. NTC A.laid3 F & R com MCF-7

2. Padrao de peso molecular (100pb) P— . .
3. A.laid Scp em 20yl de reacdo com MCF-7 s !Jc-‘br* 45516l 718)9110 11, 32:13
4. A. laid Sep em 20uL de reagdo com MCF-7 . -
5. A. laid S5cp em 20uL de reag&o com MCF-7 -
6. A.laid 5cp em 20pL de reagao com MCF-7
7. A. laid 5cp em 20pL de reagao com MCF-7
8. A. laid 5cp em 20pL de reaga@o com MCF-7
. A. laid 5cp em 20pL de reagdo com MCF-7
10.A. laid 5¢cp em 20pL de reagao com MCF-7
11.A. laid 5cp em 20uL de reagao com MCF-7 4

12.A. laid 5cp em 20uL de reacdo com MCF-7 ; L
13.Padréo de peso molecular (100pb) ’

]
‘ +T|_-<or1

BRIt

Fonte: Produzido pelo autor

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

NTC Myc_spp_degFeR

Padrédo de peso molecular (100pb)
M. orale 100cp em 20pL de reagéo
M. orale 100cp em 20uL de reacdo
M. orale 100cp em 20uL de reacao
M. orale 100cp em 20uL de reacdo
M. orale 100cp em 20pL de reacéo
M. orale 100cp em 20pL de reagéo
. M. orale 100cp em 20pL de reacéo
10.M. orale 100cp em 20puL de reagéo
11.M. orale 100cp em 20pL de reacéo
12.M. orale 100cp em 20pL de reagao
13.Padrao de peso molecular (100pb)

DDmNBDUOA LN

Fonte: Produzido pelo autor
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6 DISCUSSAO:

Mycoplasmas e Acholeplasmas podem ultrapassar os filtros de esterilizacao
utilizados em culturas celulares, assim podendo facilmente contamina-las, gerando efeitos
citopaticos e consequentemente, resultados incertos que descredibilizam produtos de
laboratérios e industrias biotecnolégicas (HARASAWA, 1993). Por essa razao a urgéncia de
se desenvolver um método rapido, sensivel e barato para estas rotinas de deteccgéao.

Ainda que metodologias mais tradicionais, usadas para a detec¢ao de micoplasmas
sejam consideradas técnicas “padrao ouro”, como o Método agar e caldo para cultivo de
Mpycoplasmas, nao estao isentas de limitacbes. Os métodos alternativos surgiram para
superar algumas barreiras. No entanto, esses ensaios mais recentes tém suas proprias
desvantagens. Isso inclui os desafios envolvidos na validagdo dos ensaios alternativos
e na demonstragao de que eles sao comparaveis, em termos de eficiéncia, aos ensaios
convencionais.

Como evidenciado nos resultados deste projeto, foi possivel a analise 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 padrées que permitiram
determinar a concentracao de acidos nucleicos nas amostras utilizadas nos ensaios de
validacao da PCR, logo, podemos identificar um diferencial aos demais testes que utilizam
culturas celulares, ja que asseguramos um resultado de concentragcéao do alvo em cépias
por volume de reagéo (20uL), ou copias por microlitro, onde usualmente vemos, nos demais
testes em UFC/mL.

No teste de seletividade, observamos que houve amplificacdo de bactérias
filogeneticamente proximas, com os iniciadores myc_spp_deg e A.laid3, que apesar de ser
correspondente a regides conservadas de RNA transportadores, é semelhante ao resultado
de seletividade apresentado por Deutschmann, Kavermann e Knack (2010) que utiliza a
regido 16S rRNA, onde relata que devido a estreita relacao filogenética entre esses
microrganismos, foi constatada alguma reatividade cruzada com as bactérias
Gram-positivas em um nivel alto: 10> UFC/mL ou acima. Da mesma forma, é possivel
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 nao ter amplificagcdes 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 analise da densitometria optica,
até entdo, ensaio ndao encontrado em outros estudos com o propésito de detecgao de
micoplasmas. Por meio desta andlise, 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 deteccao, 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
definigdo, 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 comparacgao ao limite de deteccéo aqui definido, detectamos Acholeplasma
laidlawii em até 5 copias em 20uL de reacdo e Mycoplasma orale em até 100 copias em
20uL de reagéo.

Apesar de possuir pouco material disponivel na literatura, para comparacao e debate
desta nova metodologia, podemos concordar que o método se encontra validado para a
deteccao de Mycoplasma orale e Acholeplasma laidlawii em cultura de células.

Para concluirmos a validagdo com os outros Mycoplasmas, precisaremos de mais
tempo para otimizar o iniciador Myc_spp_deg, ou até mesmo desenvolver outro in house,
descobrir 0 que esta resultando nas bandas inespecificas e no excesso de “chuva” (micelas
entre as populacdes positivas e negativas) na quantificacdo do ddPCR. A definicao e
insercao de um controle de amplificacdo sé podera acontecer quando tivermos a eficiéncia
do iniciador totalmente estabelecida.
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