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RESUMO:

O Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos - Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ (BM) é
um importante centro de producgéo de imunobiologicos na América Latina. Dentre as
vacinas produzidas em Bio-Manguinhos, sob condicdes de boas praticas de
fabricagcdo, a vacina contra Febre Amarela (VcFA), produzida a partir de ovos
embrionados SPF, é certificada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e
Organizacdo Mundial de Saude para suprir a demanda do Ministério da Saude e das
Agéncias das Nacbes Unidas. Para garantir a seguranca da vacina assim como a
auséncia de agentes adventicios, testes de Controle de Qualidade (CQ) devem ser
realizados na matéria-prima e nas diferentes etapas da producdo. Por
recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saude, em vacinas produzidas para o
uso humano deve ser demonstrada a auséncia de M. orale e M. pneumoniae e
quando material de origem aviaria € utilizado durante a producdo, auséncia de M.
gallisepticum e M. synoviae. Da mesma forma como o desenvolvimento de novos
produtos tem evoluido, 0 CQ deve seguir estas novas abordagens cujos beneficios
imediatos seriam a rapidez na liberagcdo de resultados, maior sensibilidade e
especificidade. O micoplasma é um importante agente adventicio amplamente
encontrado em diferentes tipos de substratos biolégicos, porém € um microrganismo
fastidioso e de dificil deteccdo pelo exame direto (cultura do microrganismo) o qual
requer um longo prazo para obtencdo de resultados, cerca de 35 dias. Em nosso
trabalho selecionamos o par de oligonucleotideos iniciadores GPO-1 e MGSO com o
objetivo de estabelecer um teste para deteccdo de micoplasmas por PCR no CQ da
VcFA. Os oligonucleotideos selecionados amplificam  fragmentos de
aproximadamente 700 pb na regido do gene do rDNA 16S. Foram testadas
diferentes metodologias de extracdo de DNA, como fervura, fenol/cloroférmio e kits
comerciais avaliando a adaptabilidade da técnica para os diferentes produtos
intermediarios. A metodologia proposta, neste trabalho, foi capaz de detectar M.
pneumoniae em concentracdes entre 6,25 e 3,125 UFC/mL e M. synoviae entre 12,5
e 6,25 UFC/mL, em produtos intermediarios intencionalmente contaminados, em
concentracfes inferiores do que as preconizadas pela OMS. Além disso, os
oligonucleotideos selecionados demonstraram especificidade pelas espécies de
micoplasmas utilizadas, ndo apresentando amplificacdo quando o DNA de outras
espécies bacterianas foi utilizado. Paralelamente, foi realizado um ensaio de
polimorfismo do comprimento dos fragmentos da restricdo (RFLP) para identificacao
da espécie de micoplasma, onde selecionamos as enzimas de restricdo Mbol e Hinfl,
capazes de diferenciar as trés espécies de micoplasmas de referéncia utilizadas (M.
gallisepticum, M. pneumoniae e M. synoviae).
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ABSTRACT:

The Institute of Technology in Immunobiologicals - Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ is an
important immunobiological production center in Latin America. Among the vaccines
produced in Bio-Manguinhos under good manufacturing practice, the vaccine against
Yellow Fever (YF-Vaccine), produced in SPF embrionated eggs, is certified by the
Brazilian National Surveillance Agency and World Health Organization to achieve the
demand of the Brazilian Ministry of Health and the United Nations Agencies. In order
to guarantee the safety of the vaccine as well as the absence of contaminant agents,
tests of Quality Control (QC) must be done along its production. By advice of WHO,
on vaccines produced for human use, there must be demonstrated the absence of M.
orale and M. pneumoniae. When poultry material is used during the production,
absence of M. gallisepticum and M. synoviae is also required. Mycoplasma is a
fastidious microorganism of difficult detection through culturing, which requires a long
term for conclusive results, about 35 days. We selected the primer pair GPO-1 and
MGSO to establish a mycoplasma detection through PCR in YF-Vaccine. The
selected oligonucleotides amplify fragments of roughly 700 bp in the 16S rRNA gene
region. Different methodologies of DNA extraction were performed, such as boiling,
phenol/chloroform and commercial kits, thus, evaluating the adaptability of each
method for the intermediary products. The proposed methodology in this study was
capable to detect M. pneumoniae in concentration between 6,25 and 3,125 CFU/mL
and M. synoviae, between 12,5 and 6,25 CFU/mL, in spiked intermediate products
which constitute lower detection limits throw those stipulated by WHO. In addition,
selected oligonucleotides demonstrated specificity to the Mycoplasma species used
in this work, not presenting amplification products when other bacteria species was
used. Three reference mycoplasmas species (M. gallisepticum, M. pneumoniae and
M. synoviae) could be differentiated based on restriction fragments length
polymorphism (RFLP) after digestion of the amplification products by Hinfl and Mbol.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Apresentacao

O Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos — Bio-Manguinhos, fundado em
maio de 1976, faz parte das treze unidades pertencentes a Fundag¢do Oswaldo Cruz
— Fiocruz e, inicialmente, sua finalidade especifica era produzir vacinas.
Posteriormente, foi implementada a producdo de reagentes para diagnostico
(Benchimol 2001) e, mais recentemente, a fabricacdo de biofarmacos para o
Ministério da Saude. O Instituto Bio-Manguinhos é um dos principais centros de
producdo de imunobiolégicos da Ameérica Latina, contribuindo efetivamente para o
esforco nacional de alcancar uma posicdo de independéncia estratégica na
producdo de vacinas. Baseada em tal preceito, a instituicdo vem construindo uma
imagem comprometida com o bem-estar da populacdo e com o avanco da ciéncia e
da tecnologia. Este compromisso tem orientado o esforco do Instituto na busca
incessante do desenvolvimento de novos produtos e novas tecnologias (Bio-
Manguinhos/Fiocruz 2007). O estabelecimento de Bio-Manguinhos iniciou-se em
1976, com a producdo da vacina polissacaridica contra Neisseria meningitidis
sorogrupos A e C. Toda a tecnologia de producédo e controle de qualidade desta
vacina foi absorvida através do acordo assinado com o Instituto Mérieux da Franca.
Mais tarde em 1979, Bio-Manguinhos incorporou a produgcdo das vacinas contra
febre Amarela, célera e febre Tifoide, até entdo realizadas pelo Instituto Oswaldo
Cruz — 10C (Benchimol 2001). Atualmente Bio-Manguinhos é considerado um dos
maiores fornecedores de vacinas para o Ministério da Saude, incluindo vacinas
pediatricas como a vacina contra poliomelite oral trivalente, vacina combinada contra
sarampo, caxumba e rubéola, vacina tetravelente DTP e Hib conjugada, assim como
a tradicional vacina contra febre amarela. Aléem, disso também séo produzidos
reagentes e insumos para diagnostico laboratorial, dentre os quais kits para dengue,
leishmania humana e canina, leptospirose e teste rapido para HIV tipos 1 e 2.
Recentemente estardo sendo produzidos os biofarmacos eritropoietina humana
recombinante e interferon alfa 2b humano recombinante para uso humano. Desta
forma, Bio-Manguinhos tem como missao “contribuir para a melhoria dos padrdes de
saude publica brasileira, através da pesquisa e da produgcdo de imunobiol6gicos
capazes de atender a demanda gerada pelo quadro epidemiolégico do Pais” (Bio-

Manguinhos/Fiocruz 2007).



1.2 - Micoplasmas

1.2.1 - Classificacao e estrutura genémica

O primeiro isolamento de micoplasma foi realizado por Nocard & Roux na
Franca, em 1898, a partir de um surto de pleuropneumonia contagiosa bovina. As
espécies descobertas posteriormente foram denominadas genericamente de PPLO
(do inglés “pleuropneumonia like organisms”). Os micoplasmas e ureaplasmas estao
classificados na classe dos Mollicutes, ou seja, pele suave do latim, em referéncia a
auséncia de parede celular bacteriana rigida (Domingues et al. 2005). A classe dos
Mollicutes pode ser dividida em quatro ordens: a primeira composta pelas espécies
dos géneros Mycoplasma e Ureaplasma, a segunda abrange as espécies
pertencentes aos géneros Entomoplasma, Mesoplasma e Spiroplasma, a terceira
pelo género Acholeplasma e finalmente, a quarta ordem compreende 0s géneros
Anaeroplasma e Asteroleplasma (tabela 1.1). Entretanto, resultados moleculares
preliminares de caracterizagdo dos microrganismos conhecidos como mycoplasma
like organisms (MLO) apontam fortemente para a inclusdo destes na classe dos
Mollicutes, consequentemente o termo phytoplasmas vem sendo proposto para
substituir a designacdo de MLOs (Razin et al. 1998). A quantidade de material
genético que forma o genoma desses microrganismos é muito pequena, ou seja, 0S
tamanhos dos genomas dos microrganismos da classe Mollicutes variam entre 600 e
2200 kpb. Entre os micoplasmas a variagdo peso molecular genémico ocorre entre
580 e 1380 kpb em M. genitalium e M. mycoides, respectivamente (Bove 1997 e
Carle et al. 1995). Os tamanhos do genoma sao variaveis ndo somente dentro do
mesmo género, mas entre cepas da uma mesma espécie. Uma das razfes para
esta variabilidade é a freqliente ocorréncia de elementos repetitivos nos genomas
dos Mollicutes, consistindo em segmentos dos genes de proteinas, diferindo em
tamanho e numero, ou em elementos de inser¢cdo (Rocha et al. 2005). A
variabilidade intraespecifica pode também ser causada pela integracdo de
sequéncias virais no cromossomo, como foram descritas em Spiroplasma citri, onde
estas seqiéncias podem apresentar até 150 kpb, ou seja, 1/12 do genoma inteiro
(Renaudin & Lartigue 2005).



Tabela 1.1: Taxonomia e principais caracteristicas da classe Mollicutes.

Tamanho % GC
e N°de do 0 Requerimento  Propriedades .
Classificacao s do - Habitat
espécies  genoma genoma por colesterol distintas
(kpb)
Ordem I:
Mycoplasmatales
Familia:
Mycoplasmataceae
Género I: 102 580-1350 23.40 Sim (’Zr_esmmento Hu_ma_nos e
Mycoplasma otimo a 37C animais
Género Il 6 760-1170 27.30 sim H|(;I_rollse de Hu_ma_nos e
Ureaplasma uréia animais
Ordem II:
Entomoplasmatales
Familia I:
Entomoplamataceae
Género I: 5 7901140 27.99 Sim qesumento Insetos e
Entomoplasma 6timo a 30C plantas
Crescimento
6timo a 30C;
Genero Il: 12 870-1100  27-30 N&o geociisggo Insetos e
Mesoplasma 70 plantas
Tween 80 em
meios livres
de soro
Familia Il:
Spiroplasmataceae
Filamentos
moveis
Ge_nero I: 33 780-2220 2431 Sim hellcqlda|s; Insetos e
Spiroplasma crescimento plantas
6timo a 30-
37C
Ordem llI:
Acholeplasmatales
Familia I:
Acholeplasmataceae
Género: 1500- Crescimento ngllznn?:s’
X 13 26-36 N&o 6timo a 30-
Acholeplasma 1650 plantas e
37C !
insetos
Ondem 1V:
Anaeroplasmatales
Familia I:
Anaeroplasmataceae
Género I 1500- : Anaerobios Rumen
Anaeroplasma 4 1600 29-34 Sim estritos bovino/ovino
Género Il: 1 1500 20 N&o Anqeroblos Rumen .
Asteropplasma estritos bovino/ovino
Status taxondmico N30 N&o Insetos e
indefinido: ., 640-1185 23-29 Desconhecido cultivados in
definido . plantas
Phytoplasma vitro




O genoma dos micoplasmas tem como caracteristica uma baixa taxa de
purinas (%GC). Com pouquissimas excec¢bes, o conteudo GC nos genomas dos
micoplasmas esta entre 24 a 33%. Entretanto a %GC ao longo do genoma é
desigual. Por exemplo, a porcentagem GC no genoma de M. genitalium é de 33%,
sendo que no RNA ribossomal (rRNA) é 44% e no RNA transportador (tRNA) € de
52% (Fraser et al. 1995). Assim como em outros procariotos, alguns residuos de
adenina e citosina nos genomas dos micoplasmas sédo metilados (Dybvig & Voelker
1996). Os genes codificadores do rRNA talvez sejam os mais bem caracterizados
entre o0s Mollicutes. As seqUéncias destes genes altamente conservados,
particularmente o rRNA 16S, funcionam como uma das ferramentas mais
importantes para filogenia, taxonomia e para diagnose. A organizacdo do rRNA dos
Mollicutes apresenta uma ordem caracteristica como as eubactérias, ou seja, 16S-
23S-5S, funcionando como um operon. Algumas excecdes sobre a organizacao
classica do rRNA foram descritas, por exemplo, em M. hyopneumoniae e M.
flocculare o rRNA 5S est4d separado do rRNA 16S-23S. J4 a cepa de M.
gallisepticum S6 apresenta dois operons do rRNA, um convencional com estrutura
16S-23S-5S e outra onde o rRNA 16S esta separado do rRNA 23S-5S. A existéncia
em M. gallisepticum cepa A5969, mas ndo em S6, de um pseudogene truncado do
rRNA 16S foi reportada, porém nao esta claro como esta copia truncada € expressa
(Taschke et al. 1986, Stemke et al. 1994, Gorton et al. 1995 e Skamrov et al. 1995).
Os genomas dos Mollicutes apresentam uma ou duas coépias do rRNA,
diferentemente de Clostridium ramosum e C. innocuum, ou Sseja microrganismos
filogeneticamente relacionados aos Mollicutes os quais apresentam quatro e cinco
copias respectivamente (Bove 1993). Entre os Mollicutes, os Spiroplasmas e
Acholeplasmas séo os mais frequentemente infectados por uma variedade de virus
(fagos), visto que uma grande quantidade de virus pode infectar micoplasmas (Zou
et al.1995). Plasmideos foram detectados em S. citri e mais recentemente em M.
mycoides e em Phytoplasmas. O potencial de fagos e plasmideos dos Mollicutes
para servir como vetores foi o principal foco de interesse destes elementos (Namba
et al. 2005).



Pela auséncia de parede celular, seria esperada uma maior facilidade na
introducdo de DNA exogeno. De fato, a troca de DNA cromoss6mico durante o
contato e a transposicdo conjugativa do transposon Tn916 de Streptococcus faecalis
para M. hominis, provavelmente envolve a transiente fusdo de membranas na zona
de contato. Porém, a taxa de transferéncia nestes casos € bastante baixa (Renaudin
& Lartigue 2005). A bem sucedida transformacdo de M. pulmonis e A. laidlawii para
a resisténcia a antibidticos foi primeiramente alcancada pela aquisicdo do
plasmideo, pAM120 abrigando o transposon estreptococico Tn916, que confere
resisténcia a tetraciclina (Renaudin & Lartigue 2005). Desde o final dos anos 80,
foram realizados varios estudos na constru¢cdo de mapas fisicos dos genomas dos
Mollicutes, seguidos pelo seguenciamento de fragmentos gendmicos e
experimentacfes para identificar seus genes (Bove 1993). O primeiro estudo em
larga escala para sequenciamento do genoma completo de um micoplasma foi
iniciado por volta de 1990, utilizando para tanto, o M. capricolum. Quando este
projeto foi finalizado em 1995, apenas 214 dos 1000 kpb estavam definidos
sequenciados e geneticamente analisados. O primeiro sequenciamento completo foi
realizado com M. genitalium em 1995 (Miyata et al. 1991, Bork et al. 1995 e Fraser
et al. 1995).

Com a evolucdo das técnicas de sequenciamento, atualmente estao
disponiveis os sequenciamentos dos genomas completos de 10 diferentes espécies
de micoplasmas, entre elas uma cepa de M. pneumoniae conforme a figura 1.1
(Stothard et al. 2005).



Mycoplasma pneumoniae , genoma completo
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Acesso: NC_000912 Tamanho: 826,394; Genes 733

BacMap

Genes codificadores de proteinas

B Fita positiva

B Fita negativa

Genes codificadores de RNA ribossom
Fita positiva

[ Fita negativa

Categorias Funcionais
Genes de processamento
B Traducdo, estrutura ribossomal e biogénese
Transcrigéo
Replicagdo de DNA, recombinagéo e reparo
Genes dos processos celulares
Divisdo celular e particdo cromossomal
[ Modificagdo pés-traducional, processameto protéichaperonas
Biogénese de envelope, membrana externa
[l Secregao e mobilidade celular
Metabolismo e transporte de ions inorganicos
B Mecanismos de transducao de sinais
Genes do metabolismo
B Producéo e conversdo de energia
B Metabolismo e transporte de carboidratos
I Metabolismo e transporte de aminoacidos
Metabolismo e transporte de nucleotideos
Metabolismo de coenzimas
Metabolismo de lipideos
B Biossintese de metabdlitos secundarios, transparégabolismo
Genes de fungédo geral predita apenas
Fungéo geral predita apenas
Fungéo desconhecida

Figura 1.1: Genoma completo de M. pneumoniae, sequéncia NC_000912.
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1.2.2 - Etiologia e patogenia

Micoplasmas estdo distribuidos na natureza como parasitas de humanos,
mamiferos, répteis, peixes, artropodos e plantas. Geralmente apresentam
hospedeiros estritos e especificidade por determinados tecidos, provavelmente
refletindo sua verdadeira natureza nutricional e o modo de vida parasita
praticamente obrigatério. Entretanto, existem numerosos exemplos da presenca de
micoplasmas em hospedeiros e tecidos diferentes de seus habitats convencionais
(Razin et al.1998). Uma vez que as células dos micoplasmas sdo envoltas apenas
por uma membrana sua forma dominante é esférica. Entretanto, muitos Mollicutes
apresentam uma variedade de formas, incluindo células em formato de péra, células
em formato de frasco com estruturas pontiagudas, filamentos de varios tamanhos e
até filamentos helicoidais. A habilidade em manter estas estruturas na auséncia de
uma parede celular rigida tem indicado por muito tempo a presenca de citoesqueleto
em micoplasmas. Além disso, alguns micoplasmas com estruturas em forma de
frascos apresentam capacidade de deslizamento, porém o mecanismo deste
peculiar tipo de motilidade ainda ndo é bem definido. M. pneumoniae pode deslizar
com uma velocidade de 0,3 a 0,4 pum/s enquanto que M. mobile desliza de 2,0 a 4,5
um/s (Miyata 2005). Algumas espécies possuem capsula, porém ndo possuem
esporos, fimbrias, corpusculos de inclusdo ou flagelos. Os micoplasmas sé&o
considerados 0os menores microrganismos de vida livre e as suas dimensdes, em
geral, estdo proximas as dos maiores virus. Diferem das formas-L bacterianas, as
quais ndo apresentam parede celular, temporariamente por reflexo de condi¢des
ambientais. Estes microrganismos também s&o muito menores que a maioria das
bactérias (Figura 1.2). Células de micoplasmas sdo muito pequenas e bastante
pleomdrficas, além disso, uma mesma cultura pode apresentar pequenos elementos
cocbides e formas filamentosas de comprimentos variados. Pequenos elementos
cocoides de 0,2 a 0,3 um sdo as menores unidades de micoplasmas capazes de se
multiplicar (Madigan et al. 2000 e Waites et al. 2001).



Os micoplasmas provenientes de seres humanos pertencem aos géneros
Mycoplasma e Ureaplasma, este ultimo inclui espécies capazes de hidrolisar uréia
(Waites et al. 2001). Micoplasmas associados a seres humanos variam de células
cocoides entre 0,4 e 0,5 um, como por exemplo, Ureaplasma sp. e M. hominis, a
células em formato alongadas com 1-2 ym de comprimento e 0,1 a 0,2 um de
largura como M. pneumoniae. Sendo assim sob pressao e sem parede celular estes
microrganismos podem atravessar filtros bacterioldgicos de 0,22 um e manter sua
viabilidade (Waites et al. 2001, Timenetsty et al.1992 e Uphoff & Drexler 2002%).

célula eucariotica

ureaplasma ou
) . M. hominis
neisseria 0] ) Q
herpes @ \ virus da

imunodeficiéncia
humana

G i treponema

clamidia @

2um

Figura 1.2: Tamanho relativo de M. hominis e Ureaplasma sp. comparado a outros

microrganismos.

Devido ao seu baixo “conteldo” genético, esses 0s micoplasmas possuem
uma capacidade biossintética limitada. Em consequéncia, o cultivo de micoplasmas
e ureaplasmas, requer meio enriquecido contendo precursores para a biossintese de
acidos nucléicos, proteinas e lipideos. Para o cultivo desses microrganismos 0s
precursores de acidos nucléicos e proteinas sdo geralmente proporcionados pelo
enriguecimento com peptona e extrato de levedura, ja os lipideos pela inclusado de

soro de animais.



De fato, um dos principais critérios empregados na classificacdo taxonémica
desses microrganismos € o requerimento do complexo colesterol-lipideos, no meio
de crescimento. Em meios sdlidos, geralmente produzem colénias em “forma de ovo
frito" que pode ser observada em lupas com um aumento de 50 vezes. Em cultivo
liquido, raramente turvam o caldo, mesmo em concentracdo de 10° células /mL
(Koneman et al. 2001). Os micoplasmas podem ser divididos em fermentadores e
nao fermentadores de carboidratos (glicose). Os fermentadores acidificam os meios
de cultura, ja os ndo fermentadores, oxidam &cidos graxos e alcoois, ndo diminuindo
significativamente o pH da cultura in vitro. Quando a arginina € utilizada ha producéo
de ATP, CO, e NHs;, alcalinizando o meio. Usualmente o pH 6timo para o
crescimento “in vitro” € de 7,8 £ 0,2. (Koneman et al. 2001).

A maioria dos Mollicutes vive como comensais e em muitos artropodes séo
considerados simbiontes. Infeccbes com micoplasmas patogénicos raramente sdo
do tipo fulminante, porém geralmente levam a infec¢cdo cronica. Um ponto a ser
discutido é que os micoplasmas poderiam ser considerados como “parasitas ideais”,
frequentemente vivendo em harmonia com seus hospedeiros (Markham &
Noormohammadi 2005). A maioria das espécies de micoplasmas € de origem animal
e, portanto, existe uma grande diversidade na relacao entre parasita-hospedeiro. Os
micoplasmas sado importantes patdgenos aviarios, responsaveis por doencas
respiratorias e articulares, acarretando grandes perdas econdmicas na avicultura
mundial. As micoplasmoses aviarias apresentam-se como um dos principais
problemas sanitarios na cadeia produtiva avicola e dentre as espécies isoladas, M.
gallisepticum, M. synoviae, M. meleagridis e M. iowae sao considerados 0s principais
agentes patogénicos para galinhas e perus. As micoplasmoses acarretam em
enormes perdas econbmicas devido ao decréscimo da taxa de crescimento, no
ganho de peso, por condenacdes de carcacas devido a doenca respiratoria cronica,
bem como a reducdo na producao e eclodibilidade de ovos, além dos custos com

profilaxia e uso de drogas terapéuticas (Medina & Charlton 1994).



M. pneumoniae ocorre endemicamente e epidemicamente em pessoas de
todas as idades. A transmisséo ocorre atraveés do contato com goticulas do nariz ou
da garganta de pessoas infectadas, especialmente quando estas tossem ou
espirram (aerossois). A sindrome clinica mais frequiente € a traqueobronquite,
frequentemente acompanhada de sintomas no trato respiratdrio superior. Queixas
tipicas podem persistir de semanas a meses e incluem mal-estar, febre, rouquidéo,
tosse, dores de cabeca e garganta, coriza e em alguns casos complicacdes extra-
pulmonares. Este patdgeno € responsavel por 20% das pneumonias com internacao
hospitalar nos Estados Unidos (Waites et al. 2001 e Domingues et al. 2005).

A maioria dos micoplasmas animais adere tenazmente as células epiteliais do
trato respiratorio e urogenital, raramente invadindo tecidos. Sendo assim, podem ser
considerados, como parasitas de superficie. A adesdo dos Mollicutes as células
hospedeiras é um pré-requisito para colonizacdo e infeccdo. As mais bem
caracterizadas adesinas, componentes de membrana responsaveis pela adesao,
estdo relacionadas as espécies de M. pneumoniae e M. genitalium (Citti et al. 2005).
A localizacao intracelular dos Mollicutes em tecidos de insetos € conhecida. Quando
micoplasmas humanos e animais foram observados dentro de leucdcitos
polimorfonucleares e macrofagos entdo foi levantada a questdo sobre a
possibilidade da entrada destes em células epiteliais. Foi demonstrada a localizacao
intracelular de M. fermentans incognitos em uma variedade de células nao
fagociticas em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Este
apontamento reforcou a pesquisa e a descoberta de um novo tipo de micoplasma
humano capaz de invadir uma grande variedade de células humanas in vitro e in
vivo denominado M. penetrans. A porcentagem da populagcdo de micoplasmas
internalizados é dificil de determinar. A partir da microscopia eletrénica de células
Vero in vitro foi demonstrada a presenca intracelular em 10% das células infectadas
por M. genitalium (Citti et al. 2005).
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Adicionalmente, os micoplasmas s&o responsaveis por inoportunas e
persistentes infeccbes em células de cultivo primario ou de linhagem. Esses
microrganismos causam alteracfes no metabolismo, diminuicdo na taxa de divisao
celular pela interferéncia na sintese de DNA, RNA e proteinas, aberracoes
cromossomicas e morte com desprendimento da monocamada. Podem ainda induzir
a redistribuicdo e modificagdo dos antigenos de superficie na membrana da célula
hospedeira, interferindo na propagacao de virus. As espécies mais frequentes em
cultivo celular sdo: Acholeplasma laidlawii, M. arginini, M. orale, M. salivarium, M.
fermentans e M. hyorhinis. A infeccdo por micoplasmas em culturas celulares traz
prejuizos consideraveis aos laboratorios de pesquisa, bem como as industrias
farmacéuticas e biotecnoldgicas que utilizam sistemas celulares para producao de
insumos bioldgicos (Uphoff e Drexler 2002°).

O intimo contato entre 0os micoplasmas e as células hospedeiras pode
acarretar numa local e trasiente fusdo de membranas ou troca dos componentes da
membrana e até injecdo do conteudo citoplasmatico dos micoplasmas, incluindo
enzimas hidroliticas. Assim, as potentes nucleases dos Mollicutes combinada aos
radicais superéxidos pode ser responsavel por efeitos clastogénicos nas células, ou
seja, quebra dos cromossomos que podem resultar no ganho, na perda, ou em
rearranjos genéticos (Razin et al. 1998). Uma questdo fundamental é levantada
sobre a possibilidade dos micoplasmas em induzir neoplasias. Micoplasmas
parecem ser 0S Unicos procariotos que podem crescer “simbioticamente” com
hospedeiros eucaridticos e apresentar uma estreita relacdo com células de
mamiferos por longos periodos. Interagbes intimas entre 0os micoplasmas e a
superficie celular podem desencadear cascatas de sinais da membrana ao nucleo
celular, alterando a funcdo de varios genes. Além disso, micoplasmas sao
conhecidamente indutores de uma variedade de citocinas que podem efetivamente
mediar uma larga escala de acdes bioldgicas na proliferacao e diferenciacéo celular
(Tsai et al. 1995).
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Estas bactérias possuem alta sensibilidade aos agentes descontaminantes
quimicos e fisicos. Sdo também sensiveis aos detergentes e alteragbes osmaticas,
no entanto, a auséncia de parede celular bacteriana tipica contendo glicopeptideos
torna esses microrganismos insensiveis a agentes antimicrobianos ativos contra

parede celular, como penicilinas e cefalosporinas (Taylor-Robinson & Bébéar 1997).

1.2.3 - Filogenia

Morfologicamente e microbiologicamente, os Mollicutes s&o classificados
como eubacterias os quais provavelmente sao derivados de lactobacilli, bacilli ou
streptococci por evolucdo regressiva e reducdo de genoma, para produzir as
menores e mais simples células auto-replicantes de vida livre. Estruturalmente, os
Mollicutes séo caracterizados pela completa auséncia de parede celular e presenca
ester6is na membrana citoplasmatica. Baseadas em dados sobre o rRNA 16S, a
taxonomia, assim como a filogenia e a evolucdo destes microrganismos vem sendo
discutidas. Mais de 100 espécies foram descritas e 0 seu nimero assim como o
namero de hospedeiros vem aumentando. Por analise filogenética, baixo teor GC, as
bactérias Gram-positivas do filo Firmicutes apresentam-se em trés classes Bacilli,
Clostridia e Mollicutes. Entretanto, baseado no rRNA 16S apenas os Mollicutes neste
filo, sdo pertencentes a uma clade monofilética, ou seja, derivam de uma Unica
espécie ancestral (Wolf et al. 2004 e Stakenborg et al. 2005).

Devido a importancia das sequéncias de rRNA 16S tanto na filogenia,
taxonomia, quanto na identificacdo das espécies de Mollicutes, o Comité de
Taxonomia em Mollicutes recomenda a inclusdo da sequéncia de rRNA 16S em
quaisquer descricbes de novas espécies desta classe. A mais importante
contribuicdo das sequéncias de rRNA 16S para a filogenia e taxonomia dos
Mollicutes vem sendo empregada em agrupar os Phytoplasmas como uma clade
monofilética estreitamente relacionada aos Acholeplasmas (Thiaucourt & Roger
2005).
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Mesmo que as sequéncias de rRNA 16S tenham sido comprovadamente
ferramentas muito eficientes na filogenia e taxonomia dos Mollicutes, acredita-se que
marcadores filogenéticos adicionais sdo desejaveis para suportar as conclusées
baseadas pela analise do rRNA 16S. De fato estes marcadores ja estdo sendo
aplicados, incluindo proteinas ribossomais conservadas, o gene que codifica para o
fator de elongacéao EF-Tu e as sequéncias intergénicas do RNA 16S-23S (Thiaucourt
& Roger 2005).

1.2.4 - Diagnostico classico e molecular

Métodos disponiveis para o0 diagndstico de infec¢cdes causadas por
micoplasmas incluem o0 método direto, coloracdo de DNA, ELISA,
imunofluorescéncia, ensaios bioquimicos, ensaios com sondas de DNA, entre
outros. Embora cada um destes métodos esteja associado a algumas vantagens, 0s
procedimentos imunolégicos sédo frequentemente limitados pela reatividade cruzada
entre espécies. Além disso, devido aos requerimentos nutricionais, o cultivo destes
microrganismos fastidiosos tende a ser demorado e laborioso. A maioria dos
procedimentos de deteccéo disponiveis ndo é suficiente para a deteccao simultanea
da maior parte das espécies de micoplasmas contaminantes encontradas em
culturas de células. Na tentativa de contornar estas limitagdes muitos procedimentos
moleculares tém sido desenvolvidos (Sung et al. 2006). Métodos baseados na
reacao de PCR, para a deteccao de algumas regides do genoma dos micoplasmas,
tem demonstrado rapidez e especificidade. Entretanto, o grau de sensibilidade
destas técnicas tende a ser baixo, quando as seqiéncias de oligonucleotideos
iniciadores nédo complementam perfeitamente com o DNA alvo das diferentes
espécies. Portanto, oligonucleotideos iniciadores tém sido desenvolvidos
especialmente para se ligar a regido conservada do DNA que codifica para o RNA
ribossomal 16S ou nas regides intergénicas do rDNA 16S-23S dos micoplasmas.
Estes procedimentos estdo associados a sensibilidades distintas, tendo em vista as

diferentes espécies e as diferentes metodologias.
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As seqléncias nucleotidicas dos genes que codificam para o RNA ribossomal
de varias espécies de micoplasmas tém sido determinadas e utilizadas para
construir uma base filogenética sistematica destes microrganismos. Alinhamentos in
silico das sequéncias do RNA ribossomal revelaram a existéncia de regides
altamente conservadas permitindo a selecdo de oligonucleotideos iniciadores para
detectar diferentes espécies de micoplasmas (van Kuppeveld et al. 1992, van
Kuppeveld et al. 1994, Teyssou et al.1993, Kong et al. 2001, Uphoff & Drexler 2002,
Uphoff & Drexler 2002°, Eldering et al. 2004, Sung et al. 2006 e Timenetsky et al.
2006).

De forma a aumentar a eficiéncia no controle de contaminantes microbianos
no produto final, seria ideal a utilizacdo de testes cada vez mais sensiveis,
especificos e rapidos. A execucao dos testes convencionais atualmente empregados
no LACOM, para deteccdo de micoplasmas, € muito laboriosa e demanda muito
tempo para a liberacdo dos resultados em cada fase da producao. Portanto, assim
como o desenvolvimento de vacinas tem evoluido, 0 mesmo pode e deve ocorrer
com as tecnologias utilizadas para o controle de qualidade, as quais devem
assegurar a qualidade e a eficacia dos imunobioldgicos. As limitacdes dos métodos
convencionais, face a demora no tempo de liberagdo dos resultados, assim como a
dificuldade de detecgdo de contaminantes presentes em baixas concentragoes,
poderiam ser solucionadas pela utilizacdo de testes moleculares. O primeiro teste
baseado em acidos nucléicos, bem delineado e aceito para uso pelo Food and Drug
Adminstration (FDA) foi o Gen-Probe Pace em 1988, para deteccdo de Chlamydia e
gonococos utilizando a hibridizagdo de &cidos nucléicos (Gen-Probe Inc. 2007). Nos
anos subsequentes, testes baseados na amplificacdo de acidos nucléicos foram
desenvolvidos para detectar virtualmente todos o0s bioagentes clinicamente
relevantes. As vantagens dos testes baseados em acidos nucléicos sobre os
métodos microbioldgicos incluem a presteza de resultados aliada aos baixos niveis
de deteccéo (teoricamente uma unica célula) e deteccéo alvo-especifica. Devido a
alta sensibilidade dos testes baseados na amplificacdo de acidos nucléicos, a
prevencdo de eventuais contaminacdes, assim como a inser¢cdo de controles de

reacao deve ser implementada sempre (Mothershed & Whitney 2006).
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Teoricamente nos testes baseados na amplificacdo de acidos nucléicos, uma
copia do gene alvo pode ser amplificada; portanto, se esta cépia for proveniente de
uma contaminagdo laboratorial, um resultado falso-positivo sera evidenciado.
Todavia, inibidores provenientes das amostras clinicas ou mesmo a degradacéo do
DNA podem gerar um resultado falso-negativo. Uma consideracao sobre este tipo de
metodologia € a nao inferéncia sobre a viabilidade dos patégenos (Mothershed &
Whitney 2006).

Dellepiane e colaboradores (2000) destacam que o controle de qualidade de
vacinas sempre confiou em trés componentes basicos: 1) controle das matérias-
primas; 2) controle do processo produtivo e 3) controle do produto final. Em geral, os
laboratérios de controle de qualidade de imunobioldgicos tém obtido maior éxito em
assegurar a qualidade dos substratos celulares, devido a experiéncia adquirida com
as vacinas tradicionais. Procedimentos para testar contaminantes virais em vacinas
produzidas a partir de culturas de células tém sido realizados consideravelmente nos
ultimos anos. A utilizacdo da reacdo de PCR revolucionou a habilidade em detectar
pequenas quantidades de particulas virais especificas como contaminantes.
Todavia, como esta técnica, ndo detecta apenas particulas virais integras, mas
também, parte dos genomas virais, sendo assim muito cuidado deve existir na
avaliacdo dos resultados assim como nas suas implicacdes sobre a seguranca dos
produtos. Portanto, € necessario assegurar a competéncia e a padronizacdo das
técnicas moleculares, como PCR, para insercdo na rotina dos laboratdrios de
controle de qualidade.

A utilizagéo da reacédo de PCR para detecgcdo de micoplasmas, para Controle
de Qualidade de imunobiolégicos, ainda ndo consta nos requerimentos da OMS,
porém é permitida a utilizacdo de metodologias alternativas desde que seja

comprovada a equivaléncia frente as metodologias tradicionais (WHO 1998%).
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No Japéo, sdo produzidos cinco tipos de vacinas virais para uso humano
(sarampo, caxumba, rubéola, sarampo e rubéola combinada e poliomielite oral).
Estas vacinas sédo produzidas utilizando culturas celulares. O teste de esterilidade
pelo método direto para micoplasmas, que sdo contaminates comuns em culturas
celulares, é utilizado para testar os produtos intermediarios de diferentes etapas do
processo produtivo destas vacinas. Mesmo que muitos novos métodos tenham sido
desenvolvidos para detectar micoplasmas em amostras bioldgicas nas ultimas duas
décadas, o método direto continua a ser imprescindivel na garantia da auséncia de
micoplasmas no produto final. Contudo, pequenas concentracdes de antibioticos
como canamicina, estreptomicina e/ou eritromicina sao utilizadas para prevenir
contaminagdes bacterianas durante a cultura de virus em larga escala.
Consequentemente, caso ocorram contaminac¢des por micoplasmas nas vacinas, a
deteccdo destes patdgenos (vidveis) é bastante dificil pelo método direto (Sasaki et
al. 1996).

Atualmente a farmacopéia japonesa descreve a utilizacdo e métodos
moleculares (nested-PCR) para a deteccéo de micoplasmas em substratos celulares
utilizados na producdo de insumos biologicos e biotecnoldgicos. Inclusive sao
descritos exemplos de iniciadores oligonucleotideos, assim como outras
particularidades da metodologia (Japanese Pharmacopeia 2001).

InfeccBes por micoplasmas podem induzir uma variedade de problemas em
organismos vivos e em culturas de células “in vitro”. Muitas espécies consideradas
comensais estdo associadas a certas doencas que frequentemente sdo sub-clinicas.
Essas infec¢gBes inaparentes tendem a ser insidiosas, uma vez que afetam uma série
de aspectos genéticos e bioquimicos das células infectadas, induzindo resultados
experimentais ndo confidveis e a possivel transmissdo de doencas (Sung et al.
2006).

Portanto, € necessario estabelecer um protocolo para o diagndéstico rotineiro
das infeccoes causadas por micoplasmas para assegurar a confiabilidade dos
resultados, assim como a seguranca de produtos bioldgicos comerciais. Entretanto,
a deteccdo de espécies de micoplasmas em cultura de células constitui um grande
problema, apesar dos investimentos substanciais que tém sido realizados
recentemente em metodologias bioguimicas, imunologicas e moleculares para o

diagnéstico destes agentes infecciosos.
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Sendo assim, uma das propostas do Departamento de Controle de Qualidade
de Bio-Manguinhos (DEQUA) é implementar metodologias de biologia molecular,
baseadas em reacdo em cadeia da polimerase (PCR), entre outras, que modernizem

e agilizem o controle de qualidade com relacdo a pesquisa de agentes adventicios.

1.3 - Producdo e controle de qualidade da vacina contra febre amarela

produzida em Bio-Manguinhos/Fiocruz

Dentre as vacinas produzidas ou formuladas por Bio-Manguinhos,
destacamos a vacina contra Febre amarela que no ano de 2001 obteve certificacédo
nacional em Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Esta certificacdo levou a pré-qualificacdo pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) e, desde entéo, a vacina contra febre amarela € exportada
através de organismos internacionais, como The United Nations Children’s Fund
(UNICEF) e Organizacao Pan-Americana de Saude (OPAS) para mais de 50 paises.
De forma resumida, a vacina contra febre amarela é produzida em ovos
embrionados Specific Pathogen Free (SPF) inoculados com virus da febre amarela,
cepa 17DD, proveniente de um lote semente de trabalho, de acordo com os
requerimentos da OMS (WHO 1998°). Os ovos sdo incubados em temperatura e
umidade controlada, durante trés dias. Os embrides viaveis séo coletados, triturados,
centrifugados e séo adicionados L-glutamato de sédio e sacarose. Esta suspensao é
entdo congelada. S&o coletadas amostras e realizados testes de controle de
qualidade a cada etapa da producéo. Depois da aprovacao nos testes de controle, a
suspensao viral é descongelada, e no caso da vacina 5 doses, sao adicionadas
outras substancias estabilizadoras (gelatina hidrolisada, L-glutamato de sdédio e
sorbitol), originando o produto acabado a granel (PAG). Cada dose (0,5 mL) deve ter
mais que 1000 MLD50, mouse letal dose, ou equivalente em PFU, plaque forming
units (titulo minimo estabelecido pela OMS). Apos a formulacéo, a vacina passa por
um processo de secagem, denominado liofilizagdo. A vacina é comercializada na
forma liofilizada e deve ser reconstituida em volumes apropriados para o uso,

conforme figura 1.3 (Almeida 2005).
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| Recebimento de ovos SPF I :I coleta de amostras }—

v
| Selecao(descarte de ovos manchados/quebrados) |
v
| Incubacéo dos ovos selecionados |
v
| Ovoscopia (9° dia) |

v

| Selecao de embrides vivos |

Inoculacao >I coleta de amostras }7

| Incubacéo (3 dias) |
v

| Ovoscopia(12° dia) |
v

| Coleta e trituracdo de embrides vivos |
v
| Centrifugacdo |
v
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v
| Transferéncia para frascos de armazenamento |
v
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v

| Conaelamento I

coleta de amostras }—

v

| Testes de Controle de Qualidade I4

/| Desconaelamento dos “PAGs” estocados |
v

| Formulacéo da vacina | >| coleta das amostras }
v QT
1

| Liofilizacao | >| coleta das amostras f"

I

Aprovacao

| descarte dos frascos |

I

4-------

| Liberacao da vacina |

Figura 1.3: Fluxograma da producdo da vacina contra febre amarela produzida em Bio-

Manguinhos/Fiocruz.
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Os testes de controle de qualidade para a vacina contra febre amarela
produzida em Bio-Manguinhos sdo realizados no Departamento de Controle de
Qualidade (DEQUA) pelo Laboratério de Controle Microbiolégico (LACOM),
Laboratério de Controle Fisico Quimico (LAFIQ), Laboratorio de Experimentacao
Animal (LAEAN) e Laboratério de Neuroviruléncia (LANEU). Os testes realizados
pelo LACOM nas diversas etapas de producéo da vacina de febre amarela estao
sumarizados na tabela 1.2 (WHO 1998").

Tabela 1.2 - Testes realizados pelo LACOM para assegurar a qualidade da vacina contra

febre amarela produzida em Bio-Manguinhos.

Etapa produtiva . Ovos ] Suspenséo Produto Produto
Diluente In6culo : Acabado a !
SPF Viral Final
Granel
Andlise
Esterilidade
(filtracdo em membrana)l X X
Endotoxina® X X
Reacédo de Aglutina(;,f?lo3 X
Precipitacdo em agar4 X
ELISA® X
Inibicdo de
Hemaglutinac&o® X
Esterilidade (inoculacéo
direta)’ X X X
Poténcia® X X X
Deteccdo de micobatérias® X
Deteccao de
micoplasmas*° X X
Termoestabilidade™ X
Identidade™ X
Ovoalbumina™ X

! Esterilidade (filtracdo em membrana), confirmar a auséncia de microrganismos (bactérias e fungos).
% Endotoxina, determinacdo da concentracdo de endotoxina através da utilizagio do LAL (Limulus amebocyte

lysate).
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3 Reacéo de aglutinagdo, detecgdo no soro das aves de anticorpos contra salmonela e micoplasmas aviarios.

4 Precipitacdo em agar gel, deteccédo de anticorpos especificos contra virus aviarios.

° ELISA (Enzyme linked Imunosorbent assay), ensaio Imunoenzimatico para deteccdo de anticorpos para os
virus do complexo leucécito aviario.

e Inibicdo de hemaglutinagdo (HI), deteccdo no soro das aves de anticorpos especificos de virus aviarios
hemaglutinantes.

" Esterilidade (inoculacéo direta), confirmar a auséncia de microrganismos contaminantes (bactérias e fungos).

® poténcia, determinar a concentragdo de particulas virais na suspenséo pelo método de PFU (Plague Forming

Unit).

% Detecgdo de micobactérias, confirmar a auséncia de contaminagdo por Mycobacterium tuberculosis e

Mycobacterium aviun.

10. Deteccdo de micoplasmas, confirmar a auséncia de micoplasmas.

" Termoestabilidade, verificar a perda do titulo de virus ao final de 14 dias em amostras de vacinas mantidas a
37°C.

12 Identidade, confirmar a identidade do virus utilizando anti-soro especifico contra o virus da Febre Amarela, em
teste de soroneutralizagao.

13 Ovoalbumina, deteccdo da ovoalbumina residual por ELISA

Para a deteccdo de micoplasmas nos produtos intermediarios da vacina
contra a febre amarela é utilizada atualmente pelo Setor de Esterilidade (SEEST) a
técnica convencional de inoculagdo, dos produtos intermediarios da vacina contra
febre amarela, em meios de cultura liquidos e sdlidos (método direto). Os meios de
cultura utilizados nestes ensaios sao preparados pelo Setor de Meios de Cultura
(SEMEC) e devem ser aprovados pelo Setor de Processos e Insumos (SEPIN) que
avaliam a capacidade de cada lote de meio de cultura em promover o crescimento
de cepas de micoplasmas de referéncia (Bio-Manguinhos/Fiocruz®).

Conforme recomendac¢fes da Organizacdo Mundial de Saude, o teste de
deteccdo de micoplasmas pelo método direto consiste em inocular o produto a ser
testado em duas placas de meio de cultura, assim como inocular o produto a ser
testado em dois tubos contendo meio liquido. Incubar pareadamente, tubos e placas
em aerobiose e anaerobiose. Devem ser sempre incubados nestas mesmas
condicbes meios liquidos e solidos ndo inoculados para servirem como controles
negativos.No segundo ou terceiro dia de incubacdo dos meios liquidos, apds analise
visual dos tubos e microscopica das placas, deve-se realizar a primeira sub-cultura a
partir do tubo para novas placas.

No sétimo dia, novamente apos analise visual dos tubos e microscopica das
placas, deve-se realizar uma segunda sub-cultura. No décimo quarto dia de
incubacdo, apds andlise prévia dos tubos e placas, realizar o terceiro e ultimo

repique para novas placas.
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Todos os tubos e placas devem ser visualizados semanalmente e devem ser
incubados por ndo menos de 21 dias em aerobiose e anaerobiose. Ademais, a cada
teste devem ser inseridos controles positivos de quatro cepas de micoplasmas, M.
gallisepticum, M. orale, M. synoviae e M. pneumoniae. Portanto, a metodologia
apresenta-se bastante laboriosa e demorada levando 35 dias entre as primeiras
inoculacdes e a liberagcdo do resultado de acordo com o esquema da figura 1.4
(WHO, 1998% e Bio-Manguinhos/Fiocruz®).

Aerofilia Anaerobiose

Figura 1.4: llustracdo esquematica do teste de deteccdo de micoplasmas pelo método direto:
a) produto intermediario da vacina contra febre amarela, b) meio liquido, c) 1°repique, d) 2°repique e

e) 3°repique.

A deteccdo de micoplasmas pelo método direto é efetuada pela visualizagéo,
em microscopio convencional ou estereomicroscopio, de coldnias caracteristicas em

formato de “ovo frito” (Figura 1.5).
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Figura 1.5 - Fotografia de uma cultura M. pneumoniae em meio sélido (agar), observada por

microscopia convencional (aumento de 100X).

No LACOM alguns substratos utilizados na producéo de vacinas, sédo testados
rotineiramente no Setor de Testes Bioquimicos e Moleculares (SETBM) pela técnica
de coloracdo de acidos nucléicos como, por exemplo, o produto intermediério da
vacina contra o sarampo, culturas de células e soros fetais bovinos. Esta
metodologia visa detectar micoplasmas, utilizando cultura de células VERO ou CEF
e o0 corante 4'-6’-diamino-2-fenil-indol-fluorocromo (DAPI) que ser& visualizado por
microscopia de fluorescéncia (Bio-Manguinhos/Fiocruz®). Resumidamente, a técnica
de coloragéo de DNA consiste em inocular o produto a ser testado em uma cultura
de células, incubar por 2 dias e evidenciar a presenca ou auséncia de micoplasmas
utilizando fixadores e corantes de DNA (Bio-Manguinhos/Fiocruz®). A leitura dos
resultados € realizada pela observacdo em microscopio de fluorescéncia. O
resultado é considerado negativo, quando somente 0s nucleos das células
aparecerem corados em azul (Figura 1.6) e é considerado positivo, quando 0s
ndcleos das células aparecerem corados em azul, mais granulacdes fluorescentes

no citoplasma, caracterizando a contaminagao por micoplasmas (Figura 1.7).
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Fig. 1.6 - Fotografia, a partir de microscopio de fluorescéncia, de uma cultura de fibroblastos
de embrido de galinha (CEF) analisadas pelo DAPI.

Fig. 1.7- Fotografia, a partir de microscopio de fluorescéncia, de uma Cultura de fibroblastos
de embrido de galinha (CEF), infectados com M. gallisepticum, analisadas pelo DAPI.

Os micoplasmas, nas culturas celulares, sdo encontrados em associagao com
a membrana celular, no meio intercelular ou mesmo livres no meio. A coloragdo com
o DAPI identifica micoplasmas como filamentos fluorescentes. Contudo, deve haver
cautela na interpretacdo dos resultados, pois pequenos fragmentos nucleares de
células mortas, assim como a presenca de bactérias ou outros microrganismos

podem se confundir com micoplasmas (Polak et al.1987).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral

Desenvolvimento e padronizacdo de metodologias baseadas em técnicas de
biologia molecular (reacdo em cadeia da polimerase) para a deteccao de
micoplasmas em produtos intermediarios das etapas do processo de producdo da
vacina contra febre amarela produzida em Bio-Manguinhos/Fiocruz, de forma a
assegurar com maior rapidez a auséncia deste agente adventicio no produto final.

2.2 - Especificos

1) Testar diferentes metodologias para extracdo de DNA para os produtos

intermediarios da Vacina contra Febre Amarela;

2) Estabelecer bancos de micoplasmas de referéncia (quantificados) de forma

a assegurar a sensibilidade e especificidade do teste;

3) Estabelecer o limite de deteccdo do PCR em paralelo com o método

classico (cultura) para os produtos intermediarios da Vacina contra Febre Amarela;

4) Desenvolver um ensaio de polimorfismo do comprimento dos fragmentos

da restricao (RFLP) para diferenciar as amostras de micoplasmas utilizadas.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Apresentacéo

Os experimentos foram desenvolvidos em Bio-Manguinhos, na Vice-Diretoria
de Qualidade, no Laboratério de Controle Microbiolégico (LACOM), especificamente
no Setor de Testes Bioquimicos e Moleculares, em colaboracdo com laboratorios da
Vice-Diretoria de Desenvolvimento Tecnoldgico (VDTEC). Os experimentos de PCR
assim como a eletroforese em géis de agarose, as digestbes com enzimas de
restricdo e as reacfes de sequenciamento foram realizados nos Laboratério de
Tecnologia Virologica (LATEV) e Laboratorio de Tecnologia Recombinante (LATER).
Os meios de cultura foram formulados pelo Setor de Meios de Cultura (SEMEC) e
preparados conforme descrito no item 3.4, seguindo normas de controle de
qualidade ja estabelecidas pela instituicdo. Instalacdes e equipamentos foram
certificados calibrados e aprovados para uso em laboratério, de acordo com as
normas de qualidade do Laboratdrio de Metrologia e Validacdo do Departamento de
Garantia da Qualidade (LAMEV/DEGAQ/Bio-Manguinhos). O trabalho com os
organismos infecciosos seguiu as recomendagfes da Comissdo Técnica de

Biosseguranca da FIOCRUZ para manipulacdo de microorganismos patogénicos.

3.2 — Cepas bacterianas

Foram utilizadas as cepas bacterianas M. gallisepticum (SEPIN Bio) e M.
orale (SEPIN Bio) gentiimente cedidas pelo Professor Jorge Timenetsky da
Universidade de Sao Paulo, cultivadas e estocadas pelo Setor de Processos e
Insumos (SEPIN). Também foram utilizadas as cepas de referéncia M. gallisepticum
(ATCC 15302) e M. pneumoniae (ATCC 15492), adquiridas da Colecdo Americana
de Cultura e Depdsito (ATCC) e M. synoviae (CR 538631), obtida dos Laboratérios
Charles River, Boston USA (CR). Os micoplasmas foram cultivados em tubos e
placas contendo 10mL de meio de cultura cada. O numero de passagens das cepas
de referéncia foi limitado, ou seja, foram construidos lotes semente de cada uma das

cepas de referéncia na 42 passagem.
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Foram utilizadas para o controle de especificidade, as cepas de géneros nao
pertencentes aos Mollicutes obtidas da Colecdo Americana de Cultura e Depdsito
(ATCC), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans (ATCC 10231), Clostridium
sporogenes (ATCC 11437), Escherichia coli (ATCC 8739), Micrococcus luteus
(ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus
(ATCC 6538).

3.3 — Produtos intermediarios utilizados

Foram utilizados os produtos intermediarios da vacina contra febre amarela,
produto acabado a granel (PAG) e suspensdo viral dos seguintes lotes:
054VFA035Z, 054VFA036Z, 054VFA037Z, 060VFA104Z, 060VFA107Z,
071VFA005Z, O0O5FCE028, O05FCE029, O5FCE030, O5FCE043, O5FCE044 e
05FCE0409.

3.4 — Meios de cultura

Para promover o crescimento dos micoplasmas de origem humana (M.
pneumoniae e M orale) e de origem aviaria (M. gallisepticum e M. synoviae) o meio
de Frey modificado (Frey et al. 1968 e Medina & Charlton 1994) foi adaptado, neste
trabalho. Este meio foi denominado PPLO (do inglés, “Pleuro Pneumonia Like
Organism”) e foram produzidos meios liquidos e soélidos pelo Setor de Meios de
Cultura (SEMEC) de Bio-Manguinhos.

Meio PPLO:
Reagente Concentracédo Final Fabricante/Pais
Caldo Base para o )
) 22,5 g/L (Beckton, Dickinson, Phoenix, USA)
Micoplasma
Suplemento 25% (v/iv)

Nos meios solidos foi adicionado base Agar Nobre (Beckton, Dickinson,

Phoenix, USA) na concentracgao final de 12 g/L.
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Suplemento:

Reagente

Concentrac¢do Final

Fabricante/Pais

Extrato de Levedura
Acetato de Talio
Penicilina
NAD
Cisteina HCI
Glicose
Vermelho de fenol
Soro Equino

Soro Suino

50 g/L
1g/L
1000 U/L
5g/L
5g/L
12 g/L
0,04%
40% (vIv)
40% (viv)

(Beckton, Dickinson, Phoenix, USA)

Sigma Chemical Company, St
Louis, USA

Hyclone, Utah, USA

Os soros foram inativados a 56T por 30 minutos ant es de serem misturados
ao suplemento. Foram feitas solu¢cdes de NAD 1% p/v e cisteina HCI 10% p/v que
foram misturadas e incubadas a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de
serem misturadas ao suplemento. A base, tanto do meio liquido quanto do meio
sélido foi esterilizada por calor umido. Ja, o suplemento, foi esterilizado por filtracdo
em membrana de 0,22 um. A mistura ocorreu assepticamente, aliquotas foram

retiradas para controle de pH, o qual foi ajustado para 7,8 utilizando NaOH 1M.

3.5 — Cultivo de micoplasmas e preparo de lotes semente

As cepas de M. gallisepticum (ATCC 15302), M. pneumoniae (ATCC 15492) e
M. synoviae (CR 538631) foram cultivadas a partir de ampolas contendo pastilhas
liofilizadas destes microrganismos. A hidratagéo foi realizada conforme descrito pelo
fabricante, enquanto o M. orale (SEPIN Bio) foi cultivado a partir de 1mL de cultura
estoque, contendo glicerol.

Depois de cultivadas em tubos e placas contendo 10mL de meio de cultura
cada e observacdo da mudanca de coloragdo dos meios liquidos e da formacéo de
coldonias caracteristicas em meios sélidos, estas cepas de M. gallisepticum, M.
synoviae e M. pneumoniae foram diluidas seriadamente em 10mL de meios liquidos

(de 10™ até 10®) e incubadas a 37 em uma atmosfera de CO , de 5%.
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O crescimento destes microrganismos foi acompanhado pela acidificacdo do
meio de cultura, que evidencia a diminuicdo do pH pela modificagdo do aspecto, ou
seja, a coloracdo muda de vermelho para amarelo gradativamente conforme a
variacdo de pH devido a adicao do vermelho de fenol. Para a construcdo dos lotes
semente, foram utilizados os meios liquidos inoculados de uma diluicdo anterior a
mudanca da cor do meio para amarelo. As aliquotas de 1mL, dos lotes semente,
foram preparadas a partir de uma mesma solucdo contendo 10 mL de meio
inoculado, 10 mL de meio néao inoculado e 20 mL de glicerol (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Os lotes semente foram incubados a — 20°C, até o momento do uso.

A cepa de M. orale foi cultivada a 37T utilizando jarras de anaerobiose
(Oxoid, Hampshire, Inglaterra) e os reagentes Anaerocult (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e Anaerobic Indicator (Oxoid, Hampshire, Inglaterra). Este microrganismo
nado metaboliza glicose, mas sim arginina, portanto, seu crescimento nao pode ser
evidenciado pela mudanca da coloracdo do meio de cultura, uma vez que 0s
produtos oriundos da degradacdo da arginina tendem a tornar o caldo de cultivo
ainda mais alcalino. Portanto, depois da observacédo de colénias caracteristicas em
meios sélidos, esta cepa também foi diluida seriadamente (de 10" até 10°) e essas
diluicdes plaqueadas e incubadas a 37C em anaerobiose por 72h. A diluicdo 10°
apresentou menor namero de coldnias e foi selecionada para o preparo do lote
semente. As aliquotas de 1 mL, do lote semente foram preparadas a partir de uma
mesma solucéo contendo 10 mL de meio inoculado na diluicdo 10°, 10mL de meio
nao inoculado e 20 mL de glicerol (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os lotes semente
foram incubados a — 20C, até o momento do uso.

3.6 — Quantificacao dos lotes semente
Para a quantificacdo dos lotes semente, duas aliquotas de 1mL provenientes
de cada lote semente foram diluidas seriadamente (10™ até 10®) em meios liquidos.

Duzentos microlitros de cada uma das diluicbes dos meios liquidos, foram

inoculadas em meios solidos.
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Concomitantemente foi transferido 1 mL de cada diluicho em meios liquidos
para extragdo de DNA. As placas foram incubadas por 7 dias e foram observadas
em estereomicroscopio com aumento de 50 vezes. As contagens levaram em

consideracao apenas placas que continham entre 80 e 240 colbnias.

3.7 — Obtencéo de DNA para o PCR

Ao longo do trabalho foram utilizadas trés diferentes metodologias de

extracdo de DNA gendmico.

3.7.1 — Fenol/cloroformio

Quinze mililitros de cultura foram centrifugados a 10000 G por 30 minutos a
4C e o precipitado foi lavado com TE (0,01M Tris-H CI, pH8,0; 0,01 M EDTA). O
precipitado foi ressuspenso em 0,5 mL de TNE (0,01 M Tris-HCI; pH 8,0; 0,01 M
NaCl; 0,01 M EDTA). Foram adicionados 10uL de SDS 10%, 10 puL de sarcosina
10% e 10 pL de proteinase K 20 mg/mL (Promega, Madison, USA) e a mistura foi
incubada a 50C por 2 horas. Apos incubacédo foram a dicionados 10 pL de RNAse A
10 mg/mL e foi realizada uma nova incubacgéo, a 50C por mais 30 minutos. Depois,
foi adicionado 0,5 mL de fenol saturado. Foi realizada uma cetrifugacao a 13000 G
por 10 minutos, seguida da transferéncia da fase aquosa para outro tubo onde foi
adicionado 0,5 mL de uma solugéo de fenol: cloroférmio: &lcool isoamilico (25: 24:
1). O procedimento de adicdo de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, centrifugacao e
transferéncia da fase aquosa foi realizado, duas vezes. Foram adicionados 40 uL de
acetato de sodio 3 M e 0,8 mL de etanol, com posterior incubacédo a -20C por 16
horas. O sobrenadante apés centrifugacdo foi desprezado. Para lavagem do
precipitado, foi utilizado etanol 80%. Apéds centrifugacdo e descarte do
sobrenadante, o DNA foi ressuspenso em agua e estocado a —20TC (Bashiruddin
1998).
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3.7.2 = Fervura

Um mililitro de cada amostra foi centrifugada a 13000 G por 10 minutos, 0
sobrenadante foi retirado e descartado. Foram adicionados 500 puL de uma solucéo
de tampéo fosfato salino (PBS) pH 7,2, contendo 0,2 mg/mL de proteinase K
(Promega, Madison, USA) e a mistura foi incubada por 2 horas a 50C. Finalmente
as amostras foram centrifugadas a 13000 G por 10 minutos e o0 sobrenadante
descartado. O precipitado foi lavado com 100 yL de PBS pH 7.2, ou seja, foi feita
homogeneizacdo do precipitado e uma nova centrifugacdo. Foram feitas quatro
lavagens em cada amostra. Ao final da quarta lavagem o sobrenadante foi entédo
descartado e o sedimento ressuspenso em 20 pl de PBS pH 7.2. Em seguida a
amostra foi incubada a 100C por 10 minutos e entdo inserida em gelo por 5
minutos, induzindo um choque térmico. Finalmente, a amostra foi centrifugada a
13000 G durante 10 minutos e o sobrenadante, contendo o DNA, foi coletado e
estocado a —20<C até o momento do uso (Bashiruddin 1998).

3.7.3 — Kit comercial de Extragdo de DNA

A extracdo de DNA com o kit comercial, Wizard SV Genomic DNA Purification
System (Promega, Madison, USA), foi realizada a partir de 1 mL de amostra,
conforme as instru¢cées do fabricante com algumas adaptacdes. O procedimento
utilizado foi adaptado a partir da purificacdo de DNA gendmico, descrita pelo
fabricante para tecidos animais e rabo de camundongo. A incubacéo a 55T por 16-
18 horas foi adaptada para 3 horas apenas. As lavagens foram realizadas com
apenas 500 pL de tampéao de lavagem, ao invés de 650 pL e a eluicdo em apenas

uma etapa utilizando 50 pL de agua livre de DNAses com incubacdo de 2 minutos.
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3.8 — Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para a reacdo de PCR, em um volume final de 25 pl, foram adicionados
250uM da mistura de dNTPs (Invitrogen, San Diego, USA), 0,6 pmoles/uL dos
oligonucleotideos iniciadores especificos sintetizados pela Invitrogen (San Diego,
USA), 0,5 U da enzima AmpliTaq Gold DNA Polimerase, tamp&o da enzima 1X, e
2mM MgCl, (Applied Biosystems, Foster City, USA) e 2,5 yuL de DNA molde. O
volume final foi completado para 25 pl com agua Milli-Q.

As amplificagbes foram realizadas no aparelho termociclador GeneAmp 9700
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Essa mistura foi aquecida por 10 min a
95°C, e ciclada 30 vezes com: 1) desnaturagdo a 94°C por 30s; 2) pareamento a
63°C por 30s e 3) extensao a 72°C por 90 s. Foi realizada uma extenséo final a 72C
por 7 minutos.

Os oligonucleotideos inciadores utilizados para a reacdo de PCR foram o
iniciador senso GPO-1 (5’ actcctacgggaggcagcagta 3’) e o iniciador anti-senso
MGSO (5’ tgcaccatctgtcactctgttaacctc 3'). Estes dois inciadores foram selecionados
através de pesquisa na literatura cientifica (van Kuppeveld et al. 1992). ApGs a
amplificacdo de DNA, foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%
(p/v) em tampao TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA). Foi feita eletroforese a
5 vicm? por 50 minutos. O gel foi incubado em uma solucdo de brometo de etidio 0,5

png/mL por 10 minutos e fotografado sob luz ultra violeta.

3.9 — Sequenciamento dos produtos de PCR

O produto de PCR, das amostras controle dos micoplasmas, foi purificado
utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison,
USA), conforme as instru¢ées do fabricante. O produto de PCR purificado foi
quantificado utilizando o padréo de peso e massa molecular (Low DNA Mass Ladder,
Invitrogen, San Diego, USA). Para a reacao de sequenciamento utilizou-se a técnica
de terminacéo de cadeia por didesoxiribonucleotideos (ddNTPs) (Smith et al. 1986 e
Sanger et al. 1977).
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As reacdes de sequenciamento nucleotidico foram realizadas usando o
terminador BigDye versao 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, USA) diluido 1:2 em
tamp&o Tris/Mg™" de acordo com as instru¢des do fabricante.

Foram utilizados entre 20 ng e 80 ng de produto de PCR em cada reacdo com
3,5 pmoles de oligonucleotideo sintético por reacdo, segundo recomendacfes do
fabricante. A reacgéao foi aquecida a 96T por 1 minu to e submetida a 25 ciclos de: 1)
desnaturacdo a 96T por 10 s; 2) pareamento a 50C por 5 s e 3) extensédo a 60C
por 4 min. Em seguida, os produtos foram precipitados com 80uL de 75%
isopropanol por 15 min e centrifugados por mais 15 min a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado uma vez com 75% etanol
absoluto. Depois de seco, os precipitados foram mantidos congelados, e protegidos
da luz até o uso.

As amostras foram ressuspensas em 10 pL de solugdo de formamida,
aguecidas a 95°C por 2 min para desnaturacdo e mantidas em gelo e protegidas da
luz até o uso. A eletroforese dos produtos fluorescentes foi realizada no
equipamento ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems). As seqUéncias nucleotidicas
foram analisadas usando o programa SeqMan Il do pacote Lasergene versao 4.05
(DNAStar). As sequUéncias criticadas e editadas foram alinhadas utilizando o
programa MegAlign do pacote Lasergene versao 4.05 (DNAStar). Foram utilizados
quatro oligonucleotideos para o sequenciamento do produto de PCR de cada uma

das cepas utilizadas, conforme tabela 3.1.

Tabela 3.1: Oligonucleotpideos iniciadores utilizados nas reacdes de seqlienciamento.

Oligonucleotideo Sequéncia Tamanho
Iniciador Senso: GPO-1 5’ actcctacgggaggcagcagta 3’ 22 pb
Iniciador Anti-Senso: MGSO 5’ tgcaccatctgtcactctgttaacctc 3’ 27 pb

Iniciador Senso: GPO-3 5" gggagcaaacaggattagataccct 3 25 pb
Iniciador Anti-Senso: RLF-1 5" agggtatctaatcctgtttgctccc 3° 25 pb
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3.10 - Desenho do mapa de restrigdo e corte “in silico” ¢ om enzimas de

restricdo

O desenho do mapa de restricdo foi realizado com auxilio de programas
especificos como o pacote Lasergene versdo 4.05 (DNAStar) e pDRAW 32 1.0
(Alcaclone). A partir dos mapas de restricao gerados “in silico” foram escolhidas as
enzimas para proceder a diferenciacdo das cepas bacterianas utilizadas. As enzimas
Hinc Il e Mbo | foram escolhidas devido ao padréo de restricdo apresentado, ou seja,
namero de cortes e tamanho dos fragmentos e por apresentarem atividade

enzimatica com o0 mesmo tampao.

3.11 - Digestédo dos produtos de PCR

O polimorfismo do comprimento dos fragmentos da restricdo (RFLP) € uma
técnica em que moléculas de DNA podem ser diferenciadas pela analise dos perfis
derivados da clivagem do DNA. Este método tem por base a digestdo de DNA com
endonucleases de restricAo e posterior separacdo dos fragmentos obtidos por
eletroforese em gel de agarose, originando padrdes de restrigcéo.

A partir dos cromatogramas das trés cepas de referéncia, foram selecionadas,
dentre 242 enzimas, aquelas que produziam entre 1 a 3 cortes nas sequéncias de
interesse. Quinze microlitros dos produtos de PCR das cepas de referéncia M.
gallisepticum (ATCC 15302) e M. pneumoniae (ATCC 15492) e M. synoviae (CR
538631) foram incubadas com 1,0 ul (5U) de cada uma das endonucleases Mbol e
Hinfl (Promega, Madison, USA) e 1 pl do tampé&o da enzima 10X concentrado, e
incubado por 3 horas a 37C. O material resultante foi analisado por eletroforese em
gel de agarose LMP (Low Mass Fragments Promega) 3% (p/v), em TAE 1X
juntamente com marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) e

coloracao posterior com brometo de etidio.
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4 - RESULTADOS

Os resultados apresentados nesta monografia visam o estabelecimento de
uma metodologia de identificacdo de contaminantes Mycoplasma sp em produtos
intermediarios da vacina de febre amarela, produzida em Bio-Manguinhos/Fiocruz.
Para tanto, foram adquiridas diversas cepas de micoplasma, identificadas como
possiveis agentes adventicios de produtos derivados de ovos embrionados
(Mycoplasma gallisepticum e M. synoviae) e possiveis agentes adventicios de
origem humana (M. orale e M. pneumoniae). Bancos de células foram estabelecidos
a partir destas cepas. Além disso, foram testadas diversas metodologias de extracéo
de DNA, bem como protocolos para amplificacdo por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) de fragmentos complementares a regido do DNA que codifica

para o gene 16S do RNA ribossomal (rDNA) desses microrganismos.

4.1 - Extracado de DNA pela técnica de fenol/cloroférmio e amplificacéo
de fragmentos especificos de DNA por PCR de cepas d e M. gallisepticum
(SEPIN Bio) e M. orale (SEPIN Bio)

Com o objetivo de estabelecermos um protocolo de identificacdo de
contaminantes de micoplasma em produtos intermediarios da vacina de febre
amarela avaliamos os oligonucleotideos iniciadores GPO-1 e MGSO descritos por
van Kuppeveld e colaboradores em 1992. Estes oligonucleotideos reconhecem uma
regido conservada do gene que codifica para o RNA ribossomal 16S, comum para
0s géneros Mycoplasma e Ureaplasma. Para tanto, a partir de culturas das cepas de
M. gallisepticum (SEPIN Bio) e M. orale (SEPIN Bio) cedidas pela Universidade de
Sé&o Paulo, cultivadas e estocadas no Setor de Processos e Insumos (SEPIN), foi
realizada uma extracdo de DNA pelo método fenol/cloroformio, seguida de uma
reacdo de PCR (Figura 4.1). Obtivemos os fragmentos de tamanho esperado,
conforme descrito na literatura, contendo aproximadamente 700 pares de bases (van
Kuppeveld et al.1992). Os resultados demonstraram que o0s oligonuclotideos
selecionados, bem como as condi¢cdes de extracdo e de reacdo de PCR poderiam
ser utilizadas para o estabelecimento de uma metodologia de identificacdo de

micoplasmas.
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Figura 4.1 — Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para avaliacdo da performance dos
oligonucleotideos GPO-1 e MGSO nas amostras de M. gallisepticum e M. orale. 1: marcador de peso

molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: M. gallisepticum; 3: M. orale.

4.2 - Estabelecimento do limite de deteccdo da reagcdo em cadeia da

polimerase (PCR)

Para determinarmos o limite de detec¢cdo da metodologia de identificagdo de
micoplasmas acima descrita, a quantidade de DNA das cepas de M. gallisepticum
(SEPIN Bio) e M. orale (SEPIN Bio), extraido pela técnica de fenol/cloroférmio, foi
determinada por espectrofotometria. Os resultados estdo descritos na tabela 4.1.
Segundo Sambrook et al. 1989: 1 D.O. equivale a 50 pg/ml de DNA fita dupla;
portanto no estoque de DNA da cepa de M. gallisepticum tinhamos uma
concentracdo de 52,5 ng/uL, enquanto que no estoque de M. orale tinhamos uma

concentracéo de 16,25 ng/pL.

Tabela 4.1: Quantificagdo do DNA extraido pela técnica de fenol/cloroférmio:

Comprimento de onda Concentragdo
Espécie 260 nm 280 nm ng/pL
M. orale 0,013 0,006 0,65
M. gallisepticum? 0,042 0,020 2,1
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Depois da quantificacdo, o DNA foi diluido para aproximadamente 16 ng/pL
de DNA para ambas as espécies e foi diluido seriadamente em escala decimal a fim
de avaliar o limite de deteccdo do teste. Em cada tubo de reacdo de PCR foram
adicionados 2,5 pL de DNA de cada uma das diluicbes decimais seriadas (Figura
4.2). Foram evidenciados resultados positivos até a diluicdo 10° em ambas as
espécies (M. gallisepticum e M. orale). Portanto o limite de deteccao foi definido

como sendo 0,4 pg de DNA em 25 pL de reagéo.

a) 12 345 6 78 b) 1 2 3456 7 8
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Figura 4.2 — Estabelecimento do limite de detec¢do da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
os DNA extraidos de M. gallisepticum (painel A) e M. orale (painel B). 1: Marcador de peso molecular
(Low DNA Mass Ladder); 2: Controle negativo da reacdo de PCR; 3: 40 ng de DNA; 4: 4 ng de DNA;
5: 0,4 ng de DNA; 6: 0,04 ng de DNA,; 7: 0,004 ng de DNA e 8: 0,0004 ng de DNA.

4.3 - Extracdo de DNA por fervura

Para otimizarmos o método de extragdo de DNA de maneira a obter uma
maior agilidade do processo, foi testada uma extracdo de DNA por fervura, que além
de ndo gerar residuos quimicos perigosos € mais rapida em relacdo a anterior
(Figura 4.3).
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Figura 4.3: Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para avaliagdo do método de extragdo de
DNA por fervura. 1: Padrao de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: M. gallisepticum; 3: M.
orale e 4: Controle negativo de PCR.

4.4 - Determinacdo da especificidade da reacdo em cadeia  da polimerase
(PCR)

Para evidenciarmos a especificidade da metodologia até agora estabelecida,
foram utilizadas cepas de bactérias ndo pertencentes ao género Mollicutes. A partir
de estoques de microrganismos quantificados pelo SEPIN, utilizados regularmente
em testes de promocédo de crescimento de meios de cultura, foi realizada extracéo
de DNA por fervura, seguida de PCR utilizando os oligonucleotideos MGSO e GPO-
1. Os microrganismos utilizados foram: Clostridium sporogenes, Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus em duas diluicbes distintas (Figura 4.4).
N&o foi evidenciado nenhum produto de amplificacdo utilizando o DNA das bactérias
testadas, indicando assim, uma nao interferéncia do DNA destes microrganismos

para a metodologia empregada.
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Figura 4.4: Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para verificacdo da especificidade da
metodologia estabelecida utilizando DNA proveniente de cepas bacterianas ndo pertencentes ao
género Mollicutes. 1: Padrdo de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Controle negativo de
PCR; 3: Controle positivo de extracdo; 4: Controle positivo de PCR; 5: Micrococcus luteus 54
(UFC/mL); 6: Clostridium sporogenes (62 UFC/mL); 7: Staphylococcus aureus (68 UFC/mL); 8:
Bacillus subtilis (50 UFC/mL); 9: Micrococcus luteus (540 UFC/mL); 10: Clostridium sporogenes (620
UFC/mL); 11: Staphylococcus aureus (680 UFC/mL) e 12: Bacillus subtilis (500 UFC/mL).

4.5 - Desafio da metodologia frente aos produtos interme diarios da

vacina de febre amarela

A fim de avaliarmos a adequacao da metodologia aos produtos intermediarios
da vacina, foi realizado um PCR, utilizando o DNA extraido por fervura, de trés lotes
de suspensao viral e trés lotes de produto acabado a granel (PAG) puros, ou seja,
sem adicdo de micoplasmas, assim como trés lotes dos mesmos produtos
intermediarios intencionalmente contaminados com aproximadamente 70 UFC, tanto
de M. gallisepticum como de M. orale (figura 4.5). As quantificacbes dos
micoplasmas foram realizadas com base em resultados dos testes de promocao de
crescimento para meios de cultura PPLO realizados pelo SEPIN a partir de estoques

de micoplasmas congelados com glicerol.
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Podemos observar que o PCR foi capaz de detectar micoplasmas, a partir do
DNA extraido de amostras de suspensdo viral e PAG intencionalmente
contaminados. O N&o foram observadas amplificacdes de bandas inespecificas nas

amostras de suspensao viral e PAG livres de micoplasma.
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Figura 4.5: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando DNA extraido dos produtos
intermediarios da vacina de febre amarela contaminados ou ndo com micoplasma. 1: Padrédo de peso
molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Controle Negativo de PCR; 3: Controle Positivo de PCR; 4:
PAG 054VFA035Z; 5: PAG 054VFA035Z com M. gallisepticum; 6: PAG 054VFA035Z com M. orale; 7:
PAG 054VFA036Z; 8: PAG 054VFA036Z com M. gallisepticum; 9: PAG 054VFA036Z com M. orale;
10: PAG 054VFA037Z; 11: PAG 054VFA037Z com M. gallisepticum; 12: PAG 054VFA037Z com M.
orale; 13: Suspensdo 05FCE028; 14: Suspensdo 05FCE028 com M. gallisepticum; 15: Suspenséo
05FCE028 com M. orale; 16: Suspensao 05FCE029; 17: Suspensédo 05FCE029 com M. gallisepticum;
18: Suspensédo 05FCE029 com M. orale; 19: Suspensdo 05FCEQ030; 20: Suspensdo 05FCE030 com
M. gallisepticum e 21: Suspensédo 05FCE030 com M. orale
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4.6 - Elaboragao do Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Os resultados, obtidos até este momento, indicavam que a metodologia
empregada, tendo como controles positivos as cepas de M. gallisepticum e M. orale
cedidas pela Universidade de Sdo Paulo e estocadas no Setor de Processos e
Insumos (SEPIN), estava adequada a ser utilizada pelo controle de qualidade.

Foi elaborado um procedimento operacional padronizado (POP) da
metodologia de extracdo de DNA por fervura, seguida de PCR para deteccao de
micoplasmas em produtos intermediarios da Vacina contra Febre Amarela. Este
protocolo foi registrado pelo Controle e Garantia da Qualidade de Bio-

Manguinhos/Fiocruz sob o niumero 102210.562, conforme Anexo |.

4.7 - Amostras testadas em 2005 e 2006

Com o objetivo de demonstrarmos a reprodutibilidade da metodologia
estabelecida até o momento, amostras de todos os lotes de produto acabado a
granel (PAG) e de pool de suspensdo viral da vacina contra febre amarela
produzidas em 2005 e 2006 foram testadas, conforme o procedimento operacional
padronizado n° 102210.562. Da mesma forma, algumas amostras de inéculo de
virus vacinal (utilizado para producao da vacina), soros de animais (utilizados como
insumos na produgdo dos meios PPLO), amostras de pool de suspensao viral
produzidas em 2003 e 2004 assim como determinados frascos individuais utilizados
para produzir PAG em 2005 também foram testadas, perfazendo um total de 615
testes, conforme a tabela 2. Em cada analise foram inseridos dois controles positivos
e um controle negativo. Os controles positivos foram: um controle de extracdo de
DNA, ou seja, uma cultura pura de M. gallisepticum (SEPIN Bio) ndo quantificada e
um controle de PCR, ou seja, DNA de M. orale (SEPIN Bio) extraido quantificado
(0,004 ng de DNA). Esta metodologia foi empregada conforme o procedimento

operacional padronizado de numero 102210.562.
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Tabela 4.2 — Amostras de produtos intermediarios testados entre os anos de 2005 e 2006:

N° de Lotes Tipo de Produto Intermediario
147 Produto Acabado a Granel 2005
106 Frascos Individuais Suspenséo Viral 2005
78 Pool de Suspensao Viral 2005
29 Frascos Individuais de Suspenséo Viral 2004
43 Pool de Suspensao Viral 2004
3 Pool de Suspenséo Viral 2003
20 Indculo de Virus Vacinal
131 Produto Acabado a Granel 2006
1 Produto Acabado a Granel Experimental 2004
3 Produto Acabado a Granel Experimental (10 Doses)
50 Pool de Suspensao Viral 2006
4 Lotes de Soros Animais

Todas as suspensfes virais, assim como 0s produtos acabados (PAG),
citados na tabela 4.2, foram testados também pelo Setor de Esterilidade (SEEST)
pelo método direto, utilizando meios de cultura apropriados. Os resultados de ambas
as metodologias demonstraram concordancia nos resultados, ou seja, auséncia de
micoplasmas. Na figura 4.6, observamos uma das reacdes de PCR realizadas para

testar os produtos intermediérios da vacina contra febre amarela nos anos de 2005 e

2006.
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Figura 4.6: Exemplo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando DNA extraido dos
produtos intermediarios da vacina de febre amarela testados nos anos de 2005 e 2006. 1: Padréo de
peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Controle positivo de extracdo; 3: Controle positivo de
PCR; 4: Controle Negativo; 5: 05FCE028; 6: 05FCE029; 7: O05FCE030; 8: 05FCEO031; 9:
056VFA067Z; 10: 056VFA068Z; 11: 056VFA069Z; 12: 056VFA070Z; 13: 056VFA071Z; 14:
056VFAQ72Z; 15: 056VFA073Z; 16: 056VFAQ74Z; 17: 056VFA075Z e 18: 056VFAQ76Z

4.8 - Producao e quantificacdo de bancos de cepas de mic  oplasmas

Com objetivo de adquirir um maior grau de certificagcdo da metodologia
empregada foram adquiridas as cepas bacterianas de referéncia: M. gallisepticum
(ATCC 15302), M. pneumoniae (ATCC 15492) e M. synoviae (CR 538631). Estas
cepas de referéncia, assim como a cepa de M. orale (SEPIN Bio) foram cultivadas
em um Unico meio de cultura, o meio PPLO produzido no Setor de Meios de Cultura
(SEMEC) de Bio-Manguinhos/Fiocruz e foi evidenciado o crescimento caracteristico
destes quatro microrganismos em meios solidos, ou seja, colénias em forma de “ovo
frito” (Figura 4.7).
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a).C).
b). d).

Figura 4.7: Fotografias de culturas de micoplasmas em placas de Petri contendo meio soélido

(agar PPLO) com, aumento de 100X. A: M. gallisepticum, B: M. orale, C: M. synoviae e D: M.

pneumoniae.

Foram preparados bancos de células das quatro cepas de micoplasmas para
estabelecer os limites de deteccdo da metodologia em unidades formadoras de
colénias, de maneira que a sensibilidade da metodologia de deteccdo de
micoplasmas por PCR pudesse ser comparada com os resultados obtidos utilizando
0 método direto. O banco de micoplasmas preparado para cada uma das cepas
gerou aproximadamente 30 tubos com 1ml cada. Os resultados da quantificacédo
pelo método direto foram realizados em duplicata para cada uma das espécies de
micoplasmas e a média dos resultados pode ser observada na tabela 4.3.
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Tabela 4.3 — Quantificacéo dos bancos de cepas de micoplasmas:

Espécie UFC/mL
M. gallisepticum 43,6x10°
M. orale 51,1x10°
M. synoviae 49,2x10°
M. pneumoniae 11,7 x10°

4.9 — Amplificacdo por PCR das cepas M. gallisepticum (ATCC 15302), M.
pneumoniae (ATCC 15492), M. synoviae (CR 538631) e M. orale (SEPIN Bio)

Adotamos um novo procedimento para extracdo de DNA, utilizando o kit
Wizard SV Genomic DNA Purification System, de maneira que a metodologia de
extracdo continuasse com a agilidade necesséaria para atender a rotina de analise
dos produtos intermediarios da producdo da vacina de febre amarela, mas que
apresentasse também uma reprodutibilidade garantida e um maior grau de pureza
para o DNA extraido.

Com a finalidade de evidenciar a amplificacdo do fragmento de DNA das
cepas de micoplasmas, oriundas dos bancos celulares, foi realizado um PCR a partir
do DNA extraido a partir de um tubo proveniente de cada um dos bancos de cepas
de micoplasmas para cada espécie (Figura 4.8). Nao foi evidenciada a amplificacédo
de nenhum produto de PCR para a cepa de M. gallisepticum ATCC 15302. Porém os
outros micoplasmas apresentaram o resultado esperado. Devido ao resultado obtido
no PCR para a cepa de M. gallisepticum do ATCC, foram testadas novas condi¢gbes
para o ciclo de amplificacdo de PCR, com modificagbes na temperatura de
anelamento. Foram testadas trés temperaturas de anelamento diferentes: 55, 59 e
63°C. Observamos na figura 4.9 que apenas na temperatura de 55°C obtivemos um

produto de amplificacdo de M. gallisepticum (ATCC 15302).
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Figura 4.8: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando DNA extraido a partir de tubos
provenientes do banco de cepas de micoplasmas. 1: Padrdo de peso molecular (Low DNA Mass
Ladder); 2: Controle Negativo de PCR; 3: M. gallisepticum; 4: M. orale; 5: M. synoviae; 6: M.

pneumoniae.
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Figura 4.9: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com modificacbes na temperatura de
anelamento. 1: Padrdo de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Controle Negativo de PCR
(55C); 3: M. gallisepticum (55C); 4. M. orale (55C); 5: M. synoviae (55C); 6: M. pneumoniae
(55C); 7: Controle Negativo de PCR (59C); 8: M. gallisepticum (59C); 9: M. orale (59C); 10: M.
synoviae (59TC); 11: M. pneumoniae (59<C); 12: Controle Negativo de PCR (63TC); 13: M.
gallisepticum (63C); 14: M. orale (63TC); 15: M. synoviae (63C); 16: M. pneumoniae (63C).
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4.10 - Avaliacédo da especificidade dos oligonucletideos u tilizando baixa

temperatura de anelamento

Para evidenciar a especificidade dos oligonucleotideos nas reacdes de PCR
utilizando baixa temperatura de anelamento (55C), testamos amostras das quatro
cepas de micoplasmas, microrganismos nao pertencentes ao género Mollicutes a
partir de estoques de microrganismos de referéncia do SEPIN, quantificados e
utilizados regularmente em testes de promocé&o de crescimento de meios de cultura,
assim como trés lotes distintos de produtos intermediarios da vacina (Figura 4.10).
Utilizando a temperatura de anelamento de 55T na reacdo de PCR foi evidenciada
a amplificacdo inespecifica de produtos de PCR nos produtos intermediarios. Este
experimento foi realizado uma segunda vez com uma temperatura de anelamento de
63T, para assegurar que a inespecificidade, da reacédo frente aos produtos
intermediarios, ocorria apenas se a temperatura de anelamento fosse de 55T
(Figura 4.11). Portanto, demonstramos a auséncia de produtos de PCR inespecificos
nos produtos intermediarios, assim como no M. gallisepticum ATCC 15302 quando a

temperatura de anelamento de 63T foi utilizada.
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Figura 4.10: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para avaliar a especificidade dos
oligonucleotideos utilizando baixa temperatura de anelamento (55<C). 1: Padrao de peso molecular
(Low DNA Mass Ladder); 2: Controle Negativo de PCR; 3: M. gallisepticum; 4: M. orale; 5: M.
synoviae; 6: M. pneumoniae; 7: Bacillus subtilis; 8: Candida albicans; 9: Clostridium sporogenes; 10:
Escherichia coli; 11: Micrococcus luteus; 12: Pseudomonas aeruginosa; 13: Staphylococcus aureus;
14: 060VFA104Z A; 15: 060VFA1l07Z; 16: 071VFA005Z; 17: O5FCE043; 18: 05FCE044; 19:

05FCEO049.
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Figura 4.11: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para avaliar a especificidade dos
oligonucleotideos utilizando a temperatura de anelamento de 63°C. 1. Padrdo de peso molecular
(Low DNA Mass Ladder); 2: Controle Negativo de PCR; 3: M. gallisepticum; 4: M. orale; 5: M.
synoviae; 6: M. pneumoniae; 7: Bacillus subtilis; 8: Candida albicans; 9: Clostridium sporogenes; 10:
Escherichia coli; 11: Micrococcus luteus; 12: Pseudomonas aeruginosa; 13: Staphylococcus aureus;
14: 060VFA104Z A; 15: 060VFA107Z; 16: 071VFA005Z; 17: 05FCE043; 18: 05FCE044; 19:

O5FCE049.
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4.11 - Determinacdo do limite de deteccdo da reacdo em ca deia da

polimerase (PCR) a partir de culturas de micoplasma guantificadas

Com o objetivo de estabelecer o limite de deteccdo da metodologia, em
unidades formadoras de colonias, de maneira que a sensibilidade da metodologia de
deteccdo de micoplasmas por PCR pudesse ser comparada com os resultados
obtidos utilizando métodos de cultivo em meios solidos, foram utilizadas diluicdes
decimais seriadas a partir dos tubos dos bancos celulares de micoplasmas. Duas
réplicas de cada espécie foram utilizadas para diminuir a possibilidade de variacao.
Para a cepa de M. gallisepticum ATCC 15302, a reacao de PCR proposta, utilizando
uma temperatura de 63T nao evidenciou a formacao d e produtos de PCR (Figura
4.12). Ja a reacdo para esta cepa utilizando uma temperatura de 55T evidenciou a
formacao de produtos de PCR apenas nas maiores concentracdes, ou seja 43,6x10*
UFC/mL e 43,6x10° UFC/mL (Figura 4.13). Portanto a cepa de M. gallisepticum
ATCC 15302 foi excluida de nossas analises, no aspecto quantitativo. Para as cepas
de M. orale (SEPIN Bio) e M. synoviae (CR 538631) o limite de deteccéo
determinado, pela diluicdo no meio de cultura PPLO liquido, foi de aproximadamente
50 UFC/mL (Figuras 4.14 e 4.15). Ja, para a cepas de M. pneumoniae (ATCC
15492) o limite de detecgédo determinado, em caldo PPLO, foi de aproximadamente
10 UFC/mL (Figura 4.16).
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Figura 4.12: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para as diluicbes de M. gallisepticum
em caldo PPLO, utilizando uma temperatura de anelamento de 63<C. 1: Padrdo de peso molecular
(Low DNA Mass Ladder); 2: Controle Negativo de PCR; 3: Caldo PPLO com 43,6x10* UFC/mL; 4:
Caldo PPLO com 43,6x10° UFC/mL; 5: Caldo PPLO com 43,6x10° UFC/mL; 6: Caldo PPLO com
43,6x10" UFC/mL; 7: Caldo PPLO com 43,6x10° UFC/mL; 8: Caldo PPLO com 43,6x10™ UFC/mL; 9:
Caldo PPLO com 43,6x10? UFC/mL e 10: Caldo PPLO com 43,6x10°> UFC/mL.
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Figura 4.13: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para as diluicbes de M. gallisepticum
em caldo PPLO, utilizando uma temperatura de anelamento de 55C. 1: Padrdo de peso molecular
(Low DNA Mass Ladder); 2: Controle Negativo de PCR; 3: Caldo PPLO com 43,6x10" UFC/mL; 4:
Caldo PPLO com 43,6x10° UFC/mL; 5: Caldo PPLO com 43,6x10° UFC/mL; 6: Caldo PPLO com
43,6x10" UFC/mL; 7: Caldo PPLO com 43,6x10° UFC/mL; 8: Caldo PPLO com 43,6x10™" UFC/mL; 9:
Caldo PPLO com 43,6x10° UFC/mL e 10: Caldo PPLO com 43,6x10° UFC/mL.
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Figura 4.14: Reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) para as diluicbes de M. orale em caldo
PPLO. 1: Padrédo de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Controle Negativo de PCR; 3: Caldo
PPLO com 51,1x10°UFC/mL; 4: Caldo PPLO com 51,1x10° UFC/mL; 5: Caldo PPLO com 51,1x10°
UFC/mL; 6: Caldo PPLO com 51,1x10" UFC/mL; 7: Caldo PPLO com 51,1x10° UFC/mL; 8: Caldo
PPLO com 51,1x10" UFC/mL; 9: Caldo PPLO com 51,1x10? UFC/mL e 10: Caldo PPLO com
51,1x10°° UFC/mL.
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Figura 4.15: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para as diluicdes de M. synoviae em
caldo PPLO. 1: Padréo de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Controle Negativo de PCR; 3:
Caldo PPLO com 49,2x10* UFC/mL; 4: Caldo PPLO com 49,2x10° UFC/mL; 5: Caldo PPLO com
49,2x10% UFC/mL; 6: Caldo PPLO com 49,2x10" UFC/mL; 7: Caldo PPLO com 49,2x10° UFC/mL e 8:
Caldo PPLO com 49,2x10" UFC/mL; 9: Caldo PPLO com 49,2x10 UFC/mL e 10: Caldo PPLO com
49,2x10° UFC/mL.
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Figura 4.16: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para as diluicdes de M. pneumoniae em
caldo PPLO. 1: Padréo de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Controle Negativo de PCR; 3:
Caldo PPLO com 11,7 x10° UFC/mL; 4: Caldo PPLO com 11,7 x10" UFC/mL; 5: Caldo PPLO com
11,7 x10° UFC/mL; 6: Caldo PPLO com 11,7 x10™" UFC/mL; 7: Caldo PPLO com 11,7 x10 UFC/mL;
8: Caldo PPLO com 11,7 x10° UFC/mL; 9: Caldo PPLO com 11,7 x10* UFC/mL e 10: Caldo PPLO
com 11,7 x10®° UFC/mL.

4.12 - Sequenciamento dos produtos de PCR

Com o objetivo de estabelecer um protocolo de RFLP (polimorfismo do
comprimento dos fragmentos da restricdo) para distinguir as diferentes espécies de
micoplasmas, assim como para efetuar um controle de qualidade dos bancos de
micoplasmas foram sequenciados os produtos de PCR, gerados com o0s
oligonucleotideos iniciadores GPO-1 e MGSO e com a temperatura de anelamento
de 55C.

Foram sequenciados os fragmentos das cinco cepas de micoplasmas
utilizadas no presente estudo, ou seja, M. gallisepticum (SEPIN Bio) e M. orale
(SEPIN BIO), M. gallisepticum ATCC 15302, M. synoviae (CR 538631) e M.
pneumoniae (ATCC 15492).
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Os cromatogramas provenientes do sequenciamento foram visualizados e
editados pelo SegMan Il do pacote Lasergene versdo 4.05 (DNAStar). Os
seqguenciamentos dos produtos de PCR foram comparados com seqiéncias
depositadas em bancos de dados disponiveis no GenBank (National Center for
Biotechnology Information 2007). Utilizando os programa EditSeq e MegAlign do
pacote Lasergene versao 4.05 (DNAStar) foram realizados alinhamentos entre os
micoplasmas utilizados no presente estudo assim como outras sequéncias de
micoplasmas depositadas no GenBank. A partir destas sequéncias foi construida
uma arvore filogenética, conforme figura 4.17. O resultado da andlise filogenética
demonstrou que a cepa de M. orale (SEPIN Bio), utilizada neste trabalho, esta
inserida no mesmo ramo que a sequéncia de M. iowae (AM073012).

Foi realizada uma analise utilizando o programa Blast (National Center for
Biotechnology Information 2007) para verificarmos o grau de identidade das cepas
utilizadas neste trabalho com sequéncias depositadas no GenBank. A seqiiéncia de
714 pb, referente a cepa de M. orale (SEPIN Bio), apresentou 99% de homologia
com M. iowae (AM073012) e 79% com M. orale (AY796060). Portanto esta cepa foi
excluida de nossas analises. Ja as sequéncias de M. gallisepticum (SEPIN Bio) e M.

gallisepticum ATCC 15302 apresentaram homologia de 100% das 714 pb.
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Figura 4.17: Analise filogenética dos fragmentos do rDNA 16S das cepas M. gallisepticum e M. orale (SEPIN Bio), M. gallisepticum ATCC 15302, M.

synoviae (CR 538631) e M. pneumoniae (ATCC 15492) e outras sequéncias de micoplasmas depositadas no GenBank.
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4.13 - Avaliacdo da performance de amplificacdo por PCR d a cepa M.
gallisepticum (ATCC 15302) com os oligonucleotideos utilizados n  a reagao de

seglenciamento

Com o intuito de melhorar a eficiéncia de deteccdo da cepa M. gallisepticum
(ATCC 15302), testamos em uma reacdo de PCR, além dos oligonucleotideos GPO-
1 e MGSO, os oligonucleotideos internos ao produto de 714 pb, utilizados no
sequenciamento (RLF-1 e GPO-3). Além disso, testamos duas diferentes
temperaturas de anelamento (63 e 55C) e a cepa de M. pneumoniae (ATCC 15492)
foi utilizada como controle positivo da reacao (figura 4.18). Foram utilizados trés
pares de oligonucleotideos iniciadores: GPO-1 com MGSO, GPO-3 com MGSO e
GPO-1 com RLF-1 sendo que os tamanhos aproximados dos produtos de PCR sé&o
700 pb, 300 pb e 400 pb, respectivamente. Para cepa de M. gallisepticum (ATCC
15302), com a temperatura de 55T, foram evidenciad os produtos de PCR com
todos os pares de oligonucleotideos iniciadores testados, ja com a temperatura de
anelamento de 63T n&o foram evidenciados produtos de PCR quando o

oligonucleotideo iniciador MGSO foi utilizado.
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Figura 4.18 — Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para avaliacdo da performance dos
oligonucleotideos GPO-1 com MGSO, GPO-3 com MGSO e GPO-1 com RLF-1 utilizando duas
temperaturas de anelamento (55 e 63C) nas amostras de M. gallisepticum e M. pneumoniae. 1:
marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: M. gallisepticum 55C — GPO-1 com MGSO;
3: M. gallisepticum 63T — GPO-1 com MGSO; 4: M. gallisepticum 55C — GPO-3 com MGSO; 5: M.
gallisepticum 63C — GPO-3 com MGSO; 6: M. gallisepticum 55C — GPO-1 com RLF-1; 7:
gallisepticum 63C — GPO-1 com RLF-1; 8: M. pneumoniae 55C — GPO-1 com MGSO; 9:
pneumoniae 63T — GPO-1 com MGSO; 10: M. pneumoniae 55C — GPO-3 com MGSO; 11:
pneumoniae 63C — GPO-3 com MGSO; 12: M. pneumoniae 55C — GPO-1 com RLF-1 e 13:
pneumoniae 63T — GPO-1 com RLF-1.
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4.14 - Desenho dos mapas de restricao dos produtos de PCR in silico

Com o objetivo de distinguir os produtos de PCR das cepas M. gallisepticum
ATCC 15302, M. synoviae (CR 538631) e M. pneumoniae (ATCC 15492) foi
realizada uma simulacdo in silico, dos perfis de corte por enzimas de restricao
distintas para cada um dos fragmentos sequiienciados, com o auxilio do programa

DNAStar da LaserGene. SegMan Il do pacote Lasergene versao 4.05 (DNAStar).
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A partir das sequéncias obtidas das cepas M. gallisepticum ATCC 15302, M.
synoviae (CR 538631) e M. pneumoniae (ATCC 15492), foram selecionadas,
enzimas de restricdo que produziam entre 1 e 3 cortes nas sequéncias de interesse.
Foram selecionadas as enzimas Mbol (um isoesquizdmero da Sau3Al) e Hinfl

(Invitrogen) para tipagem dos micoplasmas (Figuras 4.19, 4.20 e 4.21).

I",,-_:-j 1 cut sites using 1 of 242 Enzymes
<M Position: 1

| 50 100 140 200 250 300 350 400 4450 500 550 600 G50 TDP
| | | | | | ] | | | | | | |

Hinfl 1 |

Figura 4.19 — Pontos de corte do produto de PCR de M. gallisepticum utilizando apenas a

enzima de restricdo Hinfl, uma vez que esta sequiéncia nao possui sitios para Mbol.

I",::j 1 ot sites using 1 of 242 Enzymes
M Position: 18

| 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 G50 TEI|D
] | ] ] ] ] ] ] ] | | ] ] ]

Sau3al 1 |

Figura 4.20 — Pontos de corte do produto de PCR de M. synoviae utilizando apenas a enzima

de restricdo Sau3Al (isoesquisébmero da Mbol, uma vez que esta seqiéncia ndo possui sitios para
Hinf I.

I",::j 1 cut sites using 1 of 242 Enzymes
M Pozition: 1

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 T"EIE|
] ] ] | ] ] ] ] ] ] ] ] ] ]

Sau3sl 1 |

Figura 4.21 — Pontos de corte do produto de PCR de M. pneumoniae utilizando apenas a

enzima de restricdo Sau3Al (isoesquisémero da Mbol, uma vez que esta seqiiéncia nao possui sitios
para Hinf I.
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Com a finalidade de observar o perfil de corte dos fragmentos de cada uma
das digestdes, foi realizado um ensaio “in silico” da eletroforese em gel de agarose
(3%) do produto da dupla digestdo por Mbol e Hinfl utilizando o programa pDRAW
32 1.0 da Alcaclone que demonstrou que estas enzimas teriam grande poder
discriminatério, pois seriam capazes de diferenciar facilmente as cepas de M.
gallisepticum, M. synoviae e M. pneumoniae gerando perfis de polimorfismo distintos
(Figuras 4.22, 4.23 e 4.24).
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v Al selected enzymes Gelx Mir. bp: DA M -marker
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Figura 4.22 - Simulacdo da eletroforese da dupla digestdo do produto de PCR de M.

gallisepticum utilizando as enzimas Hinfl e Mbol.
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Figura 4.23 - Simulagéo da eletroforese da dupla digestdo do produto de PCR de M. synoviae

utilizando as enzimas Hinfl e Mbol.
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Figura 4.24 - Simulacdo da eletroforese da dupla digestdo do produto de PCR de M.

pneumoniae utilizando as enzimas Hinfl e Mbol.
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4.15 - Digestao dos produtos de PCR

Para confirmar os resultados obtidos in silico foi realizada a digestdo dos
produtos de PCR das cepas M. gallisepticum ATCC 15302, M. synoviae (CR
538631) e M. pneumoniae (ATCC 15492), utilizando as enzimas Mbol e Hinfl (Figura
4.25).
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Figura 4.25: Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos digeridos com as enzimas de restricdo
Mbol e Hinfl. 1. Padrao de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: M gallisepticum; 3: M.

synoviae e 4: M. pneumoniae

4.16 - Estabelecimento do limite de deteccdo em unidades formadoras de
colébnias para as cepas M. synoviae (CR 538631) e M. pneumoniae (ATCC

15492) nos produtos intermediarios da vacina contra febre amarela

Com o objetivo de estabelecer a concentracdo minima de micoplasmas que
poderiam ser detectados pela metodologia proposta, foram utilizados o PAG
071VFAO005Z e a suspensao viral 05SFCE049, intencionalmente contaminados com
concentracbes decrescentes de M. synoviae e M. pneumoniae. Estas
contaminacdes foram realizadas utilizando tubos de 1 mL, quantificados pelo método

direto, provenientes dos bancos celulares de cada uma das espécies.
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Para a cepa de M. synoviae o limite de deteccao determinado, nas diluicoes
utilizando o PAG 071VFA005Z, foi de aproximadamente 6,2 UFC/mL (Figura 4.26).
J4, nas diluigBes utilizando a suspenséao viral 05FCE049, foi de aproximadamente
12,5 UFC/mL (Figura 4.27). Para a cepa de M. pneumoniae o limite de detecgao
determinado, nas diluicdes utilizando o PAG 071VFA005Z, foi de aproximadamente
3,1 UFC/mL (Figura 4.28). Ja, nas dilui¢cdes utilizando a suspenséao viral 05FCE049,
foi de aproximadamente 6,2 UFC/mL (Figura 4.29).
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Figura 4.26: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para as diluicbes de M. synoviae no PAG
071VFAOQ05Z. 1: Padrdo de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Produto intermediario; 3:
Produto intermediario com 100 UFC/mL; 4: Produto intermediario com 50 UFC/mL; 5: Produto
intermediario com 25 UFC/mL; 6: Produto intermediario com 12,5 UFC/mL; 7: Produto intermediario
com 6,2 UFC/mL; 8: Produto intermediario com 3,1 UFC/mL.
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Figura 4.27 - Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para as diluicdes de M. synoviae na suspenséo
viral 05FCEO049. 1: Padrao de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Produto intermediario; 3:
Produto intermediario com 100 UFC/mL; 4: Produto intermediario com 50 UFC/mL; 5: Produto
intermediario com 25 UFC/mL; 6: Produto intermediario com 12,5 UFC/mL; 7: Produto intermediario
com 6,2 UFC/mL; 8: Produto intermediario com 3,1 UFC/mL.
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Figura 4.28: Reag¢do em cadeia da polimerase (PCR) para as diluicBes de M. pneumoniae no PAG
071VFAO005Z. 1: Padrdo de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Produto intermediario; 3:
Produto intermediario com 100 UFC/mL; 4: Produto intermediario com 50 UFC/mL; 5: Produto
intermediario com 25 UFC/mL; 6: Produto intermediario com 12,5 UFC/mL; 7: Produto intermediario
com 6,2 UFC/mL; 8: Produto intermediério com 3,1 UFC/mL.
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Figura 4.29: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para as diluicbes de M. pneumoniae na
suspenséo viral 05FCE049. 1: Padrdo de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); 2: Produto
intermediério; 3: Produto intermediario com 100 UFC/mL; 4: Produto intermediario com 50 UFC/mL; 5:
Produto intermediario com 25 UFC/mL; 6: Produto intermedidrio com 12,5 UFC/mL; 7: Produto

intermediario com 6,2 UFC/mL; 8: Produto intermediario com 3,1 UFC/mL.

62



5 - DISCUSSAO

Nosso objetivo no presente estudo foi desenvolver e padronizar metodologias
baseadas em técnicas de biologia molecular para a detec¢do de micoplasmas nos
produtos intermediarios das etapas do processo de producdo da vacina contra febre
amarela produzida em Bio-Manguinhos/Fiocruz, de forma a assegurar com maior
rapidez a auséncia deste agente adventicio no produto final. Selecionamos a regido
evolutivamente conservada do [rDNA 16S pela abundancia de espécies
potencialmente detectaveis. Geralmente, a andalise por PCR para deteccdo de
eventuais contaminacfes causada por micoplasmas requer oligonucleotideos
inciadores que sejam especificos para determinadas espécies e que permitam a
discriminagdo entre os micoplasmas e 0s possiveis contaminantes que nao sejam
micoplasmas. Além disso, a metodologia deve ser livre amplificacées inespecificas
com as amostras analisadas (Sung et al. 2006).

Por recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o teste de
deteccdo de micoplasmas, para demonstrar a esterilidade em produtos biologicos,
deve ser realizado pela cultura do microrganismo em meios liquidos e solidos
(método direto) ou pelo teste de infeccdo em culturas de células seguido de
coloragdo de DNA (DAPI ou Hoechst). Quando o teste é prescrito para o banco de
células mestre, para o banco de células de trabalho, para o lote semente de virus ou
para culturas celulares utilizadas como controles, pode ser utilizado o método de
cultura ou mesmo o teste de infeccdo em culturas de células seguida de coloracéo
de DNA. Quando o teste para micoplasmas € prescrito para concentrado viral,
produto acabado a granel ou produto final, deve ser utilizado obrigatoriamente o
método de cultura. O teste de infeccdo em culturas de células seguida de coloracéo
de DNA, pode ser utilizado quando necessario, para aprovacao de meios de cultura.
Métodos alternativos podem ser utilizados desde que tenham sido validados
comparativamente com os métodos descritos (WHO 1998%. Sendo assim é
permitida a utilizagcdo de métodos alternativos, como o PCR, desde que este seja

validado em comparacdo com a cultura.
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Com a abundancia de testes e tecnologias disponiveis, o laboratério deve
considerar quais fatores s&o mais importantes para alcancar os resultados
desejados antes de escolher uma metodologia baseada em &cidos nucléicos. A
primeira pergunta €: existe a real necessidade de implementar uma metodologia
baseada em &acidos nucléicos ou os meétodos tradicionais sdo adequados para
produzir resultados confiaveis e rapidos (Mothershed & Whitney 2006)? Porém, no
caso especifico dos testes para detecgdo de micoplasmas, o método direto além de
ser laborioso e demorado apresenta ainda outras peculiaridades como a
sensibilidade dos micoplasmas a alguns antibioticos utilizados nas amostras
analisadas e a necessidade da utilizagdo de mais de um tipo de meio de cultura para
identificacdo das diferentes espécies de micoplasmas contaminates. Além disso, a
leitura das placas deve ser realizada com auxilio de microscopio com um aumento
de 50 a 100X e por operador experiente ja que as colénas caracteristicas em
formato de “ovo frito” podem ser confundidas com goticulas de agua ou mesmo
bolhas de ar no meio solido.

Nos requerimentos da OMS, esta descrito que para o teste de deteccdo de
micoplasmas, caso os produtos testados contenham substancias inibitorias deve ser
realizada a neutralizagdo das mesmas (por exemplo, pela diluicAo da amostra),
antes que o teste seja realizado. Durante a producao da vacina contra febre amarela
em Bio-Manguinhos, mais precisamente na formulacdo do produto acabado a
granel, sdo adicionados os antibioticos canamicina e eritromicina. Sendo assim &
necesséria a inibicdo destes antibidticos pela diluicdo dos produtos intermediérios
antes da realizacdo do método direto para deteccdo de micoplasmas. No teste de
esterilidade para fungos e bactérias, antes de iniciar a inoculacao direta da amostra,
os niveis de atividade bacteriostatica e fungistatica devem ser determinados. Se a
amostra demonstrar atividade bacteriostatica e ou fungistética a técnica de filtracdo
em membrana é geralmente utilizada para coletar fungos e bactérias contaminantes

e assim contornar os efeitos bacteriostaticos e ou fungistaticos da amostra.

64



Sasaki e colaboradores em 1996 indicaram que o teste para deteccdo de
micoplasmas viaveis (método direto) era inadequado para vacinas virais contendo
determinados antibidticos (canamicina, estreptomicina e/ou eritromicina). Caso uma
contaminagcdo por micoplasmas ocorresse durante a propagacdo viral a
possibilidade de crescimento e sobrevivéncia dos micoplasmas nas vacinas virais
produzidas no Japdo era bastante baixa. Portanto os autores propuseram a
padronizacdo de um teste de filtracdo utilizando membranas de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) com poros de 0,1um. Os resultados, deste teste de filtracdo em
membrana para a deteccdo de micoplasmas, mostraram uma boa recuperacao
destes microrganismos, sem demonstrar perda de viabilidade, porém a taxa de fluxo
destas vacinas, pela membrana foi consideravelmente baixo, inviabilizando a
aplicacao deste teste na rotina de producéo (Sasaki 1996).

O meétodo classico para o diagnostico de micoplasmas (método direto) ndo se
mostra abrangente para a grande quantidade de espécies existentes. Além disso,
certos micoplasmas, como por exemplo, cepas de M. hyorhinis ndo podem ser
detectadas pela cultura (Sung et al. 2006). J&, o PCR permite ndo sé o diagnostico
de micoplasmas em culturas celulares como permite a determinacdo da espécie
contaminante, desde que sejam inseridas etapas posteriores de identificacdo, como
sequenciamento ou RFLP. Entretanto, a utilizagdo de dois métodos é recomendada
como uma boa estratégia para minimizar os falso-resultados (Timenetsky et al.
2006).

Os primeiros relatos sobre a aplicagdo do PCR para diagnosticar infecgbes
por micoplasmas apareceram em 1989. Existem trés principais variantes da
deteccdo de micoplasmas baseada em PCR: 1) Deteccédo de qualquer infeccéo por
micoplasma (PCR género-especifico); 2) Deteccdo de uma Unica espécie de
micoplasma (PCR espécie-especifico) e 3) Identificacdo da espécie de micoplasma
pelo PCR espécie-especifico ou PCR género-especifico seguido pelo
sequenciamento do produto de PCR ou analise do polimorfismo de comprimento dos
fragmentos — RFLP (Uphoff & Drexler 2002%).

van Kuppeveld e colaboradores demonstraram em 1992 que seus resultados
para a deteccdo e identificacdo de micoplasmas, utilizando os iniciadores
oligonucleotideos GPO-1 e MGSO, eram bastante encorajadores no que diz respeito
a sensibilidade e especificidade, porém deveria ser avaliada a adaptabilidade de tal
metodologia para o diagnostico em amostras clinicas humanas, assim como para

roedores utilizados em laboratério e culturas celulares infectadas.
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Geralmente, oligonucleotideos inciadores universais que sdo complementares
as regides mais conservadas do rDNA sdo capazes de detectar outras bactérias
além dos micoplasmas, o que possibilita substancialmente a ocorréncia de
resultados falso-positivos, uma vez que contaminagdes bacterianas comuns podem
ser facilmente detectadas em uma cultura celular. PCR espécie-especifico séo
geralmente utilizados em exames clinicos e ndo para a deteccdo rotineira de
micoplasmas em culturas de células. Parece satisfatorio utilizar um PCR género-
especifico apenas para detectar a infec¢cdo causada pelos micoplasmas mesmo sem
especificar a espécie contaminante (Uphoff & Drexler 2002%).

Como qualquer novo teste laboratorial, a discussao prévia para determinar o
nivel de entendimento e de interesse € um pré-requisito. Uma vez que o trabalho de
levantamento bibliografico estiver completo, uma avaliacdo preliminar, utilizando
protocolos publicados ou mesmo concentracfes padrao para os varios componentes
da reagcdo de PCR é um pré-requisito (Forbes 2003). Testamos diversos tipos de
extragdo de DNA, iniciando com meétodo classico de fenol/cloroformio. Os
experimentos com os oligonucleotideos iniciadores GPO-1 e MGSO, utilizando a
extracao por fenol/cloroférmio para extrair o DNA das cepas M. gallisepticum (SEPIN
Bio) e M. orale (SEPIN Bio) evidenciaram a possibilidade de que uma metodologia
baseada na amplificagcdo do rDNA poderia ser estabelecida para a identificacdo de
micoplasmas. Foram obtidos produtos de PCR com até 0,4 pg de DNA extraido de
cada um dos micoplasmas. Avaliamos também a possibilidade da utilizacdo de uma
extragdo de DNA por fervura com a finalidade de diminuir a manipulagdo de
reagentes quimicos perigosos e agilizar o processo de identificacdo de
micoplasmas. Esta extracdo de DNA seguida de PCR mostrou bons resultados tanto
na sensibilidade, pois evidenciou a presenca 70 UFC/mL das cepas M. gallisepticum
(SEPIN Bio) e M. orale (SEPIN Bio) em trés lotes distintos, intencionalmente
contaminados, de cada um dos produtos intermediarios (PAG e suspensao viral),
quanto na especificidade pois ndo reagiu com o0s produtos intermediarios nem

mesmo com as outras espécies bacterianas testadas.
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Para demonstrar a reprodutibilidade da metodologia foi preparado um
protocolo operacional padronizado e varias amostras de produtos intermediarios
foram testadas utilizando a extracdo de DNA por fervura e os oligonucleotideos
iniciadores GPO-1 e MGSO, com isso avaliamos a adequacdo desta metodologia
frente ao controle de qualidade da vacina de febre amarela. Todas as amostras
testadas por PCR foram testadas também pelo método direto, onde obtivemos os
mesmos resultados, ou seja, ndo foi evidenciada a presenca de micoplasmas
contaminantes em nenhuma das amostras testadas por ambas as metodologias.
Entretanto, foi evidenciada uma consideravel variacdo da qualidade do DNA extraido
pela técnica de fervura onde foram observados rastros de DNA quando a amostra
era fracionada em géis de agarose indicando uma possivel degradacdo do DNA
extraido, principalmente quando era utilizada a suspensao viral.

Para que a metodologia de extracdo continuasse com agilidade necessaria
para atender a rotina de analise dos produtos intermediarios da producdo da vacina
de febre amarela, mas que apresentasse também uma reprodutibilidade garantida e
um maior grau de pureza do DNA extraido, adotamos como procedimento para
extracdo de DNA o kit Wizard SV Genomic DNA Purification System.

A confiabilidade dos resultados produzidos pelos testes baseados em acidos
nucléicos é diretamente proporcional a qualidade do &cido nucléico que sera
testado. A presenca de inibidores nas amostras, por exemplo, pode interferir com o
PCR e causar resultados falso-negativos. Portanto a selecdo do método de extracao
apresenta uma importancia critica. Muitos kits de extracdo comercialmente
disponiveis utilizam tampdes de lise bacteriana e uma matriz de silica (tipicamente
em formato de coluna) para purificar o DNA ou RNA. Muitos passos de lavagem séo
utilizados para remover proteinas e outras macromoléculas, e o0 DNA ou RNA
purificado € eluido da membrana utilizando tamp&es de baixa salinidade. Grande
parte dos métodos classicos de extracdo requer uma grande quantidade de
centrifugacbes. Para reduzir a manipulacdo de amostras, erro de operador e a
contaminacado das amostras, métodos semi-automatizados para extracdo de DNA ou
RNA foram desenvolvidos e estdo disponiveis no mercado (Mothershed & Whitney
2006). No caso de uma metodologia baseada na amplificacdo de DNA por PCR,
como proposto nesse trabalho, ser incorporada na rotina de testagem de amostras
de produtos intermediarios das vacinas ou mesmo em culturas celulares, seria

recomendavel a aquisicdo desse tipo de equipamento.
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Neste trabalho, inicialmente utilizamos cepas de micoplasmas cedidas: M.
gallisepticum (SEPIN Bio) e M. orale (SEPIN Bio). Posteriormente foram adquiridos
os micoplasmas de referéncia. M. gallisepticum (ATCC 15302), M. pneumoniae
(ATCC 15492) e M. synoviae (CR 538631). Utilizando o meio de cultura PPLO, que
foi adaptado neste trabalho, pudemos observar o crescimento caracteristico das
guatro cepas utilizadas para construir os bancos celulares de micoplasmas a seguir:
M. gallisepticum (ATCC 15302), M. pneumoniae (ATCC 15492) e M. synoviae (CR
538631) e M. orale (SEPIN Bio). O American Type Culture Collection (2006)
recomenda que estas espécies de micoplasmas sejam cultivadas em trés diferentes
meios de cultura. O fato de desenvolvermos um meio de cultura eficiente para o
crescimento de todas as espécies de micoplasmas utilizadas atualmente em Bio-
Manguinhos torna o cultivo destes microrganismos um pouco menos laborioso. Além
disso, o cultivo eficiente destes microrganismos permitiu a elaboracédo de bancos de
micplasmas que puderam ser quantificados em unidades formadoras de colonias.
Esses bancos possibilitam uma reprodutibilidade dos ensaios propostos neste
trabalho.

A partir de aliguotas dos nossos bancos de micoplasmas quantificados, para
cada uma das espécies utilizadas, foi realizada extracdo de DNA utilizando o kit
comercial e PCR com a temperatura de anelamento de 63TC. N&ao foram
evidenciados produtos de PCR da cepa M. gallisepticum ATCC 15302. Foram
realizados experimentos utilizando uma temperatura de anelamento mais baixa
(55C), entretanto além da amplificacdo do DNA de M. gallisepticum foi evidenciada
também a formacédo de produtos de PCR a partir dos produtos intermediarios da
vacina contra febre amarela (PAG e suspenséo viral), indicando que os iniciadores
GPO-1 e MGSO apresentam algum grau de complementaridade com o DNA contido
nos produtos intermediarios da vacina contra febre amarela.

Nos sequenciamentos realizados a partir dos produtos de PCR a cepa de M.
orale (SEPIN Bio), gentilmente cedida pela Universidade de Sao Paulo, cultivada e
estocada no Setor de Processos e Insumos, apresentou uma sequéncia de 714 pb
com 99% de homologia com a sequéncia de M. iowae (AM073012) e 79% com M.
orale (AY796060). Devido ao fato da cepa M. orale (SEPIN Bio) ndo ser uma cepa
de referéncia e principalmente pela consideravel relacdo com a sequéncia de M.

iowae esta cepa foi excluida de nossas analises.
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Existe uma real necessidade de adquirir cepas de referéncia das quatro
espécies de micoplasmas recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude para
o controle de qualidade dos produtos intermediarios da vacina contra febre amarela,
assim como outras espécies para podermos garantir com um maior grau de
certificacdo e qualidade a auséncia de eventuais micoplasmas contaminantes no
produto final.

Foi observada uma consideravel diferenca na eficiéncia da amplificacdo pela
metodologia proposta, entre as diferentes cepas de M. gallisepticum utilizadas no
presente estudo (SEPIN Bio e ATCC 15302). A cepa de M. gallisepticum (SEPIN
Bio) apresentou produtos de PCR esperados, com 714 pares de bases, a partir de
70 UFC/mL, enquanto que a cepa ATCC 15302 evidenciou a presenca de produtos
de PCR apenas quando ocorreu uma diminuicdo na temperatura de anelamento e
mesmo assim apenas em altas concentracbes (43,6x10* UFC/mL e 43,6x10°
UFC/mL). Observando o alinhamento das sequéncias dos produtos de PCR das
cepas de M. gallisepticum SEPIN Bio e ATCC 15302 com as sequéncias L08897,
AMO075207 e AE015450 (Apéndice I), foi possivel identificar que o iniciador MGSO
difere de 5 em 27 bases frente as sequéncias de M. gallisepticum L08897,
AMO075207 e AE015450, indicando uma possivel dificuldade do anelamento deste
oligonucleotideo no rDNA destas cepas em condi¢des de alta estringéncia no PCR.
Como estas cepas de M. gallisepticum, analisadas no presente estudo, foram
amplificadas e sequenciadas utilizando os mesmos oligonucleotideos iniciadores
(GPO-1 e MGSO), é esperado que apresentem a seqiiéncia dos mesmos em sua
extremidade. Para evidenciar com clareza a verdadeira seqiéncia das extremidades
desses produtos de PCR seria necessario desenhar oligonucleotideos iniciadores,
mais externos. Adicionalmente, observamos similaridade ndo so nas extremidades,
mas sim em toda a sequéncia dos produtos de PCR destas duas cepas.

Além disso, foram realizadas analises dos oligonucleotideos inciadores GPO-
1 e MGSO, utilizando o programa Primer Analisys da Cybergene (CyberGene AB
2007) para evidenciar a existéncia de estruturas em forma de grampo e/ou
sequéncias palindromicas (tabela 5.1). Na seqiiéncia do oligonucleotideo GPO-1 foi
evidenciada uma estrutura em forma de grampo. Ja, na sequéncia do Iniciador

MGSO foi evidenciada uma estrutura palindromica.
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Tabela 5.1: Andlise dos oligonucleotideos inciadores GPO-1 e MGSO.

Iniciador Estrutura Exemplo
[— >3
GPO-1 Grampo ACTCCTACGG
ATGACGACGGAG
3 < 5
5" emeees > 3'
MGSO Palindrome TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC
CTCCAATTGTCTCACTGTCTACCACGT
3 <o 5

Os oligonucleotideos iniciadores GPO-1 e MGSO, nao foram eficientes em
amplificar o rDNA da cepa de M. gallisepticum (ATCC 15302). Portanto € necessario
utilizar outros pares de oligonucleotideos iniciadores para avaliar sua eficiéncia e
adaptabilidade tanto para os micoplasmas utilizados quanto para os produtos
intermediarios da vacina contra febre amarela. Foram testados em uma reacédo de
PCR, além dos oligonucleotideos GPO-1 e MGSO, os oligonucleotideos internos,
utilizados no sequenciamento (RLF-1 e GPO-3) e todas as vezes que O
oligonucleotideo iniciador MGSO foi utilizado na foram evidenciados produtos de
PCR. Sendo assim, acreditamos que este iniciador ndo apresenta
complementaridade suficiente para amplificar o DNA desta cepa de M. gallisepticum
com uma temperatura de anelamento de 63<C.

Eldering e colaboradores em 2004 relataram que o par de iniciadores GPO-3
e MGSO amplificam o rDNA n&do s6 dos micoplasmas como também de diversas
cepas de bactérias Gram-positivas. Nossos resultados, utilizando o oligonucleotideo
RLF-1, que é inverso e complementar ao GPO-3, confirmam esta observagéo.
Evidenciamos a amplificacdo de produtos de PCR tanto utilizando o DNA extraido a
partir dos produtos intermediarios da vacina contra febre amarela quanto dos outros
microrganismos testados: Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans (ATCC
10231), Clostridium sporogenes (ATCC 11437), Escherichia coli (ATCC 8739),
Micrococcus luteus (ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), (dados nao mostrados).
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Sendo assim ndo é possivel a utilizacdo destes oligonucleotideos internos
para implementagdo da metodologia proposta neste trabalho.

A avaliacdo de novos oligonucleotideos poderia ser realizada utilizando os
oligonucleotideos que estdo descritos na farmacopéia japonesa (Japanese
Pharmacopeia 2001), os utlizados pelo grupo do Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, o DSMZ (Uphoff e Drexler 2002°) e aqueles que
serdo desenhados a partir do alinhamento das sequéncias depositadas no GenBank.
Os oligonucleotideos iniciadores desenhados em Bio-Manguinhos devem levar em
consideracao o nao alinhamento com sequéncias de Gallus gallus.

Foram realizados experimentos para a identificacdo da espécie de
micoplasma pela digestdo do produto gerado por PCR, (polimorfismo do
comprimento dos fragmentos da restricdo - RFLP). Sendo assim, existe a
possibilidade de identificar uma eventual contaminagdo por micoplasmas a partir da
deteccdo por PCR seguida de RFLP. Entretanto € necessario, adquirir todos
micoplasmas de referéncia recomendados pela Organiza¢cdo Mundial de Saude para
vacinas de uso humano (M. pneumoniae e M. orale), e quando material aviario é
utilizado na producéo destas vacinas (M. gallisepticum e M. synoviae), assim como,
estabelecer o perfil de restricdo para cada uma destas espécies.

A organizacdo Mundial de salude preconiza que a menor concentracdo de
micoplasmas detectada, para demonstrar as propriedades nutritivas do meio de
cultura utilizado no método direto, deve ser entre 200 e 400 UFC por placa de meio
sélido e entre 20 e 40 UFC por tubo de meio liquido. O critério de aprovagéo € a
observagédo de crescimento adequado no meio sélido e mudanga na coloracdo no
meio liquido (WHO 1998%. A metodologia proposta, neste trabalho, foi capaz de
detectar concentracdes de micoplasmas nos produtos intermediarios menores do
que as preconizadas pela OMS. Utilizando a cepa de M. synoviae (CR 538631) nas
diluicdes em PAG 071VFAO005Z foi evidenciada a presenca de produtos de PCR em
até aproximadamente 6,2 UFC/mL. Ja, nas diluicbes com a suspensdo viral
O5FCE049, foi evidenciada a formacdo de produtos de PCR em até
aproximadamente 12,5 UFC/mL. Para a cepa de M. pneumoniae (ATCC 15492) nas
diluicdes utilizando o PAG 071VFA005Z, a amplificacdo de DNA ocorreu até

aproximadamente 3,1 UFC/mL.
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J4, nas diluicdes utilizando a suspensao viral 05FCE049, a amplificacdo de
DNA ocorreu até aproximadamente 6,2 UFC/mL. Sendo assim a metodologia
proposta, pelo menos para as cepas M. synoviae (CR 538631) e M. pneumoniae
(ATCC 15492) apresentou uma sensibilidade superior as recomendacdes da
Organizacao Mundial de Saude.

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confiaveis e
interpretaveis, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada validacdo. A validagcéo do
meétodo analitico permite demonstrar que o método € adequado ao uso pretendido.
Algumas caracteristicas investigadas no processo de validacdo, como
especificidade, exatiddo, precisdo, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
linearidade, faixa de aplicacdo e robustez tem a finalidade de demonstrar o
desempenho do método (Guideline on General Principles of Process Validation
1987).

Para a validagédo analitica, de um teste qualitativo como o PCR, é essencial
determinar a sensibilidade e a especificidade analitica do ensaio. A sensibilidade
analitica, ou o limite inferior de deteccéo refere-se ao menor nimero de organismos
que pode ser, confiavel e reprodutivelmente, detectado pelo ensaio. Este processo
deve realizado pela diluicdo do agente infeccioso em amostras que sabidamente n&o
contenham a sequéncia alvo. Os acidos nucléicos séo extraidos de cada diluicédo e
testados pelo protocolo otimizado, todos os controles devem ser inseridos. A
especificidade analitica refere-se a reatividade com organismos relacionados e néo
relacionados (Forbes 2003 e Conraths & Schares 2006). Outra importante
caracteristica de qualquer ensaio de amplificacdo de DNA é a utilizagdo de controles
apropriados. Devido a alta sensibilidade do PCR, existe a possibilidade de uma
eventual contaminagcao das amostras testadas, onde mesmo pequenas quantidades
de DNA contaminante (2x188uL contidos em aeross6is) podem ocasionar resultados
falso-positivos. Portanto, deve ser introduzido um numero suficiente de controles
negativos (pelo menos 10% do numero de amostras), 0s quais devem ser
submetidos as mesmas condi¢cdes das amostras testadas. Este reagente ou controle
negativo deve conter tudo, menos a sequéncia alvo com intuito de prevenir uma
contaminagdo cruzada. Além disso, a inclusdo de um controle positivo contendo um

baixo numero de cépias da seqiéncia alvo é requisito para cada rodada de testes.
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Adicionalmente, medidas incluindo o desenvolvimento de espacos de trabalho
individualizados para a pratica das atividades (areas separadas fisicamente para 0s
processos de pré- e pés-amplificacdo) e outras medidas de prevencao de eventuais
contaminacdes e técnicas meticulosas de precaucdo no laboratorio, utilizacdo de
ponteiras com barreira assim como, material separado de acordo com tipo de
metodologia, uso de luvas e jalecos descartaveis devem ser empregadas (Forbes
2003).

Atualmente Bio-Manguinhos participa de processos de transferéncia de
tecnologia para producdo de insumos do interesse direto do Ministério da Saude
como, por exemplo, a vacina triplice viral contra sarampo, caxumba e rubéola (TVV)
e o biofarmaco eritropoietina recombinate (EPO), ambos produzidos utilizando
culturas celulares. Estas transferéncias de tecnologia sdo realizadas por acordos
com a Glaxo-Smith-Kline (Bélgica) e pelo Centro de Imunolgia Molecular (Cuba)
respectivamente. Além disso, alguns laboratérios da Vice-Diretoria de
Desenvolvimento Tecnologico realizam projetos envolvendo a utilizagdo de culturas
celulares. Sendo assim, seria interessante a implementacdo de uma metodologia
rapida e certificada para deteccéo de eventuais contaminac¢des por micoplasmas em
culturas de celulares utilizadas em Bio-Manguinhos. A contaminagao por
micoplasmas é de longe o maior problema relacionado aos cultivos celulares. Cerca
de 30% das culturas celulares, variando entre 15 e 80% dependendo da fonte de
suprimento, foram reportadas como contaminadas (Uphoff e Drexler 2002°). A
infeccdo causada por micoplasmas em culturas celulares pode gerar diferentes
efeitos citogenéticos. Geralmente micoplasmas aderem as células infectadas, porém
dependendo da espécie podem se fundir ou mesmo invadir a célula hospedeira.
Estas bactérias podem esgotar os nutrientes das culturas celulares e interferir na
resposta destas células quando desafiadas experimentalmente (Timenetsky et al.
2006). Seria interessante utilizar também o0s principais contaminates de culturas
celulares (Acholeplasma laidlawii, M. arginini, M. orale, M. salivarium, M. fermentans
e M. hyorhinis) de modo a aumentar a eficiéncia da identificacdo destes eventuais
contaminantes. Desta forma poderia ser padronizada uma metodologia baseada na
amplificacdo de &cidos nucléicos que atendesse tanto aos produtos intermediarios

da vacina contra febre amarela quanto aos cultivos celulares.
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6 — CONCLUSOES

1) Estabelecemos uma metodologia de extracdo e amplificacdo por PCR para
identificacdo de eventuais contaminacbes por micoplasmas nos produtos
intermediarios da vacina contra febre amarela produzida em Bio-

Manguinhos/Fiocruz.

2) Adaptamos o meio PPLO, para o crescimento das cepas de micoplasmas
de referéncia (M. gallisepticum, M. synoviae, M. pneumoniae), assim como da cepa
de M. orale (SEPIN Bio).

3) Desenvolvemos bancos de micoplasmas quantificados das cepas de

micoplasmas de referéncia, assim como da cepa de M. orale (SEPIN Bio).
4) Estabelecemos os limites de detecc¢éo a partir de culturas de micoplasmas
em meio PPLO, assim como a partir de produtos intermediarios intencionalmente

contaminados.

5) Estabelecemos um ensaio de RFLP capaz de discriminar as cepas de

referéncia, pela digestdo dos pordutos de PCR utilizando as enzimas Mbol e Hinfl.
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8 — APENDICE

Alinhamento nucleotidico das sequéncias das cepas de M. gallisepticum utlizadas
neste trabalho frente as sequUéncias depositadas no GenBank. Somente 0s
nucleotideos diferentes sdo indicados. As sequéncias grifadas em verde e amarelo

correspondem aos oligonucleotideos GPO-1e MGSO respectivamente.
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ATCC Bio
SEPIN Bi o

A5969 (L08897)

MG V25-2 (AMD75207)
R ( AE015450)

ATCC Bio

SEPIN Bi o

A5969 (L08897)

MG V25-2 ( AMD75207)
R (AE015450)

ATCC Bio

SEPI N Bi o

A5969 (L08897)

MG V25-2 ( AMD75207)
R (AE015450)

ATCC Bio

SEPI N Bi o

A5969 (L08897)

MG V25- 2 ( AMD75207)
R (AE015450)

--------- T T e
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
--------- e

--------- T T e
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
--------- e
ACATAGGT TGCAAGCGT TATCCGGATTTAT TGGGCGTAAAACAAGCGCAGGCGGAT TAGAAAGT CTGGTGT TAAAAGCAATTGCTTAACRATTGTATGCA
......................................................................................... G.........
......................................................................................... G.........
......................................................................................... N
......................................................................................... G.........
--------- T T e
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
--------- e
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ATCC Bio

SEPIN Bi o

A5969 (L08897)

MG V25-2 (AMD75207)
R ( AE015450)

ATCC Bio
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A5969 (L08897)

MG V25-2 ( AMD75207)
R (AE015450)
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SEPIN Bi o

A5969 (L08897)
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R (AE015450)

--------- T T e
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
--------- e

--------- T T e
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
--------- e

...................................................................... CG...................C..CCA
............................................................................................ C...CCA
............................................................................................ C...CCA
_________ Hemm -
710
_________ Homm -
TGACAGATGGTGCA
...... G......
...... G......
...... G......
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9 — Anexo

Procedimento Operacional Padronizado N° 102210.562. Detec¢do de Micoplasmas
através de Amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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ANEXO I: Procedimento Operacional Padronizado de Bio-Manguinhos.

TiTULO: D~ETECCAO DE  MICOPLASMAS ATRAVES DE NUMERO
AMPLIFICACAO POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PC R). 102210.562

SUMARIO

1. OBJETIVO

2. CAMPO DE APLICACAO

3. REFERENCIAS

4. DEFINICOES

5. SIGLAS

6. RESPONSABILIDADES

7. CONDICOES GERAIS

8. CONDICOES ESPECIFICAS

9. RELACAO DE COPIAS DISTRIBUIDAS
10. FOLHA DE APROVACAO

1. OBJETIVO

Este procedimento descreve a metodologia utilizada para a extracdo de DNA total em
amostras de suspenséo viral (produto intermediario) e bulk (produto acabado a granel)
da vacina contra febre amarela, utilizando o método de fervura seguido da metodologia
utilizada para a amplificacdo de fragmentos de DNA especificos (neste caso de
Micoplasma), a partir de uma amostra, utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR).

2. CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se ao Laboratério de Controle Microbioldgico — Setor de Testes Bioquimicos e
Moleculares do Departamento de Controle de Qualidade.

3. REFERENCIAS

INNIS, M.A., GELFAND, D.H., SNINSKY, J.J. & WHITE, T.J. 1990. PCR Protocols A
Guide to Methods and Applications . Academics Press, Inc. San Diego, California,
USA

KUPPEVELD FJM, JOHANSSON KE, GALAMA JMD, KISSING J, BOLSKE G, LOGT
JTM & MELCHERS WJG 1994. Detection of Mycoplasma Contamination in Cell
Cultures by a Mycoplasma Group-Specific PCR.  Appl. And Envir. Microb., 60: 149-
151.

MILES R & NICHOLAS R 1998. Mycoplasma Protocols: a Laboratory Manual , New
Jersey, Humana Press Inc.

SAMBROOK J, FRITSCH EF & MANIATIS T 1989. Molecular Cloning : a Laboratory
Manual, 2nd ed., New York, Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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4. DEFINICOES

4.1- NUCLEASE - denominacédo genérica para enzimas que degradam &cidos nucléicos
(ex.: RNase, DNase).

4.2- OLIGONUCLEOTIDEOS - segmento curto de DNA sintético (iniciador).

4.3- OLIGONUCLEOTIDEO ANTI-SENSO - iniciador complementar utilizado na sintese
de DNA durante a amplificacdo (PCR). Sinonimia: iniciador reverso, iniciador negativo
(em inglés — reverse).

4.4- OLIGONUCLEOTIDEO SENSO - iniciador complementar utilizado na sintese de
DNA durante a amplificacdo (PCR). Sinonimia: iniciador positivo (em inglés — foward).

4.5- TAQ DNA POLIMERASE - enzima que sintetiza novos filamentos de DNA a partir
de um molde de DNA (alvo) e de um par de oligonucleotideos iniciadores.

4.6- PCR - reacdo em cadeia da polimerase que emprega enzimas termoativas em
ciclos de desnaturacao, polimerizagéo e extencéo de filamentos de DNA.

4.7- DESOXIRIBONUCLEOTIDEOS TRIFOSFATADOS - nucleotideos compostos por
uma desoxirribose, uma base nitrogenada e trés grupos fosfato; sdo adicionados pela
polimerase, formando a nova fita de DNA.

4.8- PROTEINASE K - enzima, utilizada para degradar proteinas contaminantes
(derivada de fungo Tritirachium album Limber).

5. SIGLAS

DNA - Acido Desoxiribonucléico (sigla emportugués = ADN)

PBS - Phosphate Buffered Saline (Tamp&o Salina Fosfato)

PCR - Polimerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase)

DEQUA - Departamento de Controle de Qualidade

DNase - Enzima que degrada DNA

LACOM - Laboratorio de Controle Microbiolégico

Milli-Q - Agua ultra pura

g - medida de centrifugacéo (relacionada a rpm, ou seja, Rotac&o por Minuto

especifica de cada centrifuga)
dNTP mix - Mistura de desoxiribonucleotideos trifosfatados (dGTP, dATP, dCTP e

dTTP)
pb - Pares de bases
Kb - kilo pares de bases = 1000 pares de bases
GPO-1 - Oligonucleotideo senso especifico para Mycoplasma sp.
MGSO - Oligonucleotideo anti-senso especifico para Mycoplasma sp.
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6. RESPONSABILIDADES
6.1- Do LACOM

— Realizar a extracdo do DNA total e submeter as amostras a amplificacdo por PCR para
deteccdo de Micoplasma e fornecer resultados através da emissao de laudos.

6.2- Do DEQUA

— Preencher o protocolo de liberacéo do produto de acordo com os resultados do teste
realizado pelo LACOM e de acordo com os laudos emitidos por este laboratorio.

7. CONDICOES GERAIS

- A extracdo de DNA total descrita neste procedimento destina-se a posterior deteccao
de micoplasmas (agentes adventicios) em fluidos biol6gicos por PCR.

- A alta sensibilidade da técnica de PCR pode representar um grave problema, caso
algumas medidas de seguranca e determinados procedimentos especiais ndo sejam
tomados:

a) As condi¢fes de organizacéo fisica e metodoldgica do laboratério devem obedecer
algumas regras basicas com o objetivo de evitar contamina¢des e conseqientemente
resultados falso-positivos. Preferencialmente, os ambientes utilizados para o isolamento
dos acidos nucléicos e para a preparacao da reacdo de PCR devem ser separados,
bem como os insumos e micropipetas e ponteiras utilizados para tal. E imprescindivel o
uso de luvas durante todo o processo.

b) As condicbes da reacdo em cadeia da polimerase devem estar otimizadas,
principalmente a temperatura de anelamento dos oligonucleotideos, a fim de permitir
um anelamento eficiente entre o oligonucleotideo e o DNA molde e evitar possiveis
amplificacdes de regides inespecificas do DNA molde.

c) Introduzir tanto na extracdo de DNA molde com na reacdo de PCR controles
positivos, ou seja, cultura pura de Mycoplasma sp. e DNA de Mycoplasma sp.
respectivamente. E necessario manipular com cuidado os controles positivos, evitando
aerossois para que ndo haja contaminacdo cruzada e nem do ambiente. Inserir na
reacdo de PCR um controle negativo da mistura de reacdo sem DNA molde.

- Para analise dos resultados se faz necessaria a utilizagdo do brometo de etidio, um
material que se intercala entre as bases nitrogenadas do DNA e possibilita a
visualizagdo dos fragmentos de DNA sob irradiacdo de luz ultra-violeta. Porém, o
brometo de etidio é téxico e deve ser descartado separadamente (lixo quimico). Devido
a toxicidade, sdo necessarios cuidados para manipulacdo do brometo de etidio, tais
como: uso de luvas pelos manipuladores e a separacdo dos materiais utilizados frente
aos demais materiais ndo-contaminados.
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- Ao término dos trabalhos, os operadores devem deixar o local arrumado,
encaminhando todo o material usado para descontaminacgdo, descarte, lavagem e/ou
reciclagem.

7.1- Material e Insumos

- Tubos novos de 1,5mL livres de nucleases

- Ponteiras novas livres de nucleases

- Micropipetas automaticas de 20ul, 200ul e 1000ul
- Vortex

- Bloco térmico aquecido (a 100C)

- Banho-maria (a 37C)

- Microcentrifuga para tubos de 1,5mL

- Suporte para tubos de 1,5mL

- Caneta para identificagéo

- Descarte para material contaminado

- Autoclave

- Isopor contendo gelo

- Agua Milli-Q livre de nucleases

- PBS estéril

- Luvas descartaveis

- Congelador -20C

- Tubos novos de 0,2mL de parede fina, livres de nucleases
- Suporte para tubos de 0,2mL

- Termociclador

- Oligonucleotideos senso e anti-senso (GPO-1 e MGSO)
- Solucéo de MgCl,

- Solucéo tampéao da reacdo de PCR

- Desoxiribonucleotideos trifosfatados (dGTP, dATP, dCTP e dTTP)
- Taq DNA polimerase

- Proteinase K

- Cuba, forma e pente para eletroforese de DNA
- Balanca de precisao

- Agarose

- Tampéao TBE

- Marcador de peso molecular

- Azul de bromofenol

- Brometo de etidio

- Transiluminador ultra-violeta

- Parafilme

- Tesoura

- Forno de microondas

- Méscara de protecédo contra raios ultra-violeta
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8. CONDICOES ESPECIFICAS
8.1- Amostragem

- Um frasco contendo 1 mL de suspenséo viral (produto intermediario) ou bulk (produto
acabado a granel).

8.2- Preparo de Solucdes

8.2.1- PBS - preparado pelo Setor de Meios e Solugdes (SEMES) do Departamento de
Vacinas Virais.

8.2.2- dNTP Mix - misturar em tubo de 1,5 mL, igual volume de cada um dos 4
deoxiribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), na concentracao inicial de 10 mM,
de forma que a concentragdo final da mistura seja 10mM.

8.2.3- Solucao de Oligonucleotideos (solucdo estoque) — Os oligonucleotideos senso e
anti-senso sao recebidos liofilizados em diferentes concentracdes. Observar o numero
de moles (massa), descrita no certificado do fabricante e ressuspender em agua Milli-Q
livre de nucleases de modo que a concentracédo da solucdo estoque seja de 1nmol/uL.
Diluir para uso (solucdo de trabalho) 1:100, de forma que a solugédo de trabalho tenha
10 pmoles/pL. Desta forma, fazemos aliquotas e minimizamos o contato com a solugéao
estoque, dificultando a degradagédo assim como a contaminacdo da mesma, uma vez
que a solugcdo de trabalho nada mais é do que uma diluicdo da solucdo estoque.
Alternativamente, os oligonucleotideos podem ser ressupensos em tampado TE (tris-
EDTA, pH 8,0-8,5). Esta solucdo-estoque pode entdo ser diluida em agua Milli-Q livre
de nucleases.

8.2.4- Tampao TBE 5X - 20 ml de EDTA 0,5 M (pH 8), 54g de Tris base e 27,5 de
acido borico. Diluir esta solucédo para uso 1X ou 0,5 X.

8.2.5- Gel de Agarose 1,5% (m/v) —» 1,5 g de agarose em 48,5 mL de TBE 1X.

8.2.6- Solucdo de Brometo de Etidio (solu¢do estoque) — 10 mg/mL em agua livre de
nucleases.

8.2.7- Tampé&o de Corrida 6X - 30% (v/v) glicerol em agua livre de nucleases, 0,25%
(m/v) azul de bromofenol.

8.2.8- Marcador de peso molecular — (Low DNA Mass Ladder, por exemplo, ou outro
disponivel no laboratorio.) preparar de acordo com as instru¢cdes do fabricante, diluindo
em tampéao de corrida 6X caso necessario.

8.2.9.- Proteinase K (solucao estoque) - Proteinase K em &gua Milli-Q livre de

nucleases; 20 mg/mL.A partir desta, preparar a solugcédo de trabalho Proteinase K em
PBS - Proteinase K em PBS para concentracao final de 0,2 mg/mL.
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8.3- Procedimento

8.3.1 - Extracdo de DNA total

- Ajustar o bloco térmico para 100C e preparar um isopor contendo gelo com espaco
suficiente para todas as amostras testadas antes de iniciar o procedimento de extracao
de DNA.

Nota: Concomitantemente a extracdo de DNA total das amostras, inserir um controle
positivo contendo 500 pL de cultura pura de micoplasma. Este controle positivo da
extracdo de DNA total, deve ser cautelosamente manipulado a fim de evitar
contaminacdo acidental das amostras testadas. Deve ser aliquotado previamente e
estocado a —20C.

- Utilizando-se luvas, transferir 1 mL da amostra (suspenséo viral ou bulk) para os tubos
de 1,5 mL, utilizando micropipetas e ponteiras. Centrifugar em microcentrifuga por 10
minutos a 16000 g.

- Retirar o sobrenadante com auxilio de micropipetas pelo lado oposto da formacédo do
precipitado para ndo perturbar o mesmo.

- Ressuspender o precipitado com 500 pL de solucdo de Proteinase K em PBS (solucao
de trabalho).

- Incubar em banho-maria a 37°C durante 90 minutos.

- Centrifugar em microcentrifuga por 10 minutos a 16000 g. Retirar o sobrenadante com
auxilio de pipetas autométicas pelo lado oposto da formacao do precipitado para nao
tocar no sobrenadante. Adicionar 100uL de PBS, homogeneizar e centrifugar a 16000 g
por 10 minutos. Repetir esse procedimento perfazendo um total de duas lavagens.

- Retirar o sobrenadante sem tocar no precipitado e adicionar 30uL de PBS,
ressuspender utilizando a pipeta automatica, homogenizando todo o contetdo do tubo.

- Ferver por 10 minutos os tubos em bloco térmico com temperatura de 100<C.

- Resfriar, mergulhando os tubos no gelo por 5 minutos.

- Centrifugar a 16000 g durante 10 minutos.

- Colher o sobrenadante (sem tocar no precipitado) e transferir para um novo tubo de
1,5 mL , uma vez que o sobrenadante contém o DNA de interesse, liberado devido a
lise celular.

- Mantenha gelado até o momento de uso.

- Caso néo seja utilizado imediatamente apds a extracdo, estocar a -20°C.
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8.3.2- Amplificacdo por PCR

- Antes de iniciar o procedimento as solu¢des MgCl, , tampéo de PCR 10X e os dNTPs
devem ser descongeladas a temperatura ambiente e misturados para assegurar a
completa homogeneizagcdo. Pode-se centrifugar (spin) para assegurar que nao ficou na
tampa.

- Os reagentes devem ser mantidos no gelo a fim de que ndo ocorra a degradacao dos
mesmos.

- A enzima utilizada neste procedimento é termolébil e sensivel a oxidacdo, devendo
ser manipulada com rapidez e permanecer gelada durante toda a manipulacao,
devendo ser armazenada a -20C assim que terminar o procedimento;

-Os quatro diferentes desoxiribonucleotideos trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)
sao misturados em iguais concentracfes formando uma solucdo de dNTP Mix, como
mostrado abaixo:

Reagente
Volume Concentracao Final

dATP 10 mM 25 uL 2,5 mM
dCTP 10 mM 25 pL 2,5 mM
dGTP 10 mM 25 pL 2,5 mM
dTTP 10 mM 25 pL 2,5 mM
dNTP Mix (mistura de dATP, dCTP, dGTP e 100 pL 10 mM
dTTP)

- No caso dos oligonucleotideos para detec¢do de Mycoplasma sp., estes sao utilizados

numa concentracdo de 10 pmoles/pL (solucdo de trabalho), preparado conforme o item
8.2.3.

- Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para deteccdo de micoplasmas:

Oligonucleotideos Sequéncia

Iniciador Senso: GPO-1 5’ actcctacgggaggcagcagta 3’
Iniciador Anti-Senso: 5’ tgcaccatctgtcactctgttaacctc 3’
MGSO

- Estes oligonucleoideos amplificam sequéncias de RNA ribossomal 16S de
Mycoplasma sp.
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- Em um tubo de 0,2 mL de parede fina, prepare a seguinte mistura de reacdo para
PCR:

Reagentes Quantidad Concentracéo Final
e em 50puL
H,O Milli-Q livre de nucleases 24 ul -
Solucéo tampéo da reacédo de PCR 10X 5 ul 1X
MgCl, 25mM 4 ul 2mM
Mistura de dNTP’s 10mM 5 ul 1mM
Oligonucleotideo senso (GPO-3) 10 3yl 0,6 pmoles/uL
pmoles/uL
Oligonucleotideo anti-senso (MGSO) 10 3l 0,6 pmoles/uL
pmoles/uL
Tag DNA polimerase 1UI/uL 1yl 1Ul
TOTAL 45ul -

-Alternativamente pode-se reduzir o volume final para 25uL, desde que as propor¢cdes
entre 0s reagentes sejam mantidas.

- Adicione 5 pL de DNA molde extraido por fervura dentro dos tubos onde foi colocada
previamente a mistura de reacdo (45 pL). Ou 2,5 de DNA e 22,5uL da mistura se optar
por fazer num volume final de 25pL.

- Se estiver preparando varias reacfes, pode-se fazer uma mistura de reacado
multiplicando cada um dos reagentes pelo nimero de reacdes que vocé ir4 executar.
Depois adicione uma aliquota de 45uL (ou 22,5uL se tiver optado por reduzir o volume
final) em cada tubo. E recomendavel que se calcule o nimero de reacdes mais um
acréscimo. Exemplo: Se for realizar o ensaio para 4 amostras, 1 controle positivo (DNA
de Mycoplasma sp. previamente extraido) e 1 controle negativo (agua Milli-Q livre de
nucleases), multiplique por 6,5.

- Transfira os tubos para o termociclador e inicie a incubacao.

- O programa utilizado para amplificar os fragmentos de DNA por PCR, varia de acordo
com o tamanho do fragmento a ser amplificado e oligonucleotideos utilizados. No caso
da amplificacdo para deteccdo de micoplasmas, utilizando os oligonucleotideos GPO-1
e MGSO, deve ser utilizado o seguinte programa no termociclador:

Tempo Numero de ciclos Objetivos e Notas
Temperatura
94<C 4 min 1 desnaturacgéo inicial
94T 30s
63C 30s 35 desnaturacao, anelamento e
79C 90 s extensao
72T 10 min 1 extensdo e complementacao
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Notas: a) A mistura de reacdo sem a enzima Taq polimerase pode ser guardada a -
20C. Adicione a enzima sempre momentos antes da re acdo de PCR ser iniciada. Esta
enzima nao deve sofrer ciclos de congelamento e descongelamento pelo risco de
perda da sua atividade, ela deve permanecer no gelo ou em bloco apropriado durante
toda a manipulacao;

b) Um controle negativo deve ser sempre incluido no procedimento, utilize a
mesma mistura de reacdo, porém ao invés de DNA molde utilize agua livre de
nucleases;

c) Um controle positivo deve ser sempre incluido no procedimento utilize a
mesma mistura de reacao, porém ao invés de DNA molde utilize um DNA previamente
extraido e sabidamente positivo. No entanto, devido a alta sensibilidade da técnica de
PCR devemos manusear cuidadosamente este controle a fim de ndo contaminar as
outras reacoes.

8.4- Analise dos Resultados
8.4.1- Eletroforese em gel de agarose e visualizagdo em transiluminador

- Preparar o tampéo TBE 0,5X diluindo a solu¢cdo de TBE 5X em agua Milli-Q livre de
nucleases. Dependendo da quantidade de amostras a serem analisadas, calcular o
tamanho da cuba de eletroforese utilizada, assim como o volume de TBE 0,5X
suficiente para proceder a eletroforese.

- Preparar o gel 1,5% (m/v) em agarose e TBE 0,5X, mais uma vez observar o tamanho
da cuba de eletroforese. Esta solucédo deve ser fundida em forno de microondas a fim
de homogeneizar a mistura. A solucdo do gel de agarose deve ser pesada antes e
depois de ir para o microondas, caso ocorra diminuicdo do volume, este deve ser
corrigido com agua.

- Dispensar o gel fundido, temperatura entre 50 e 60°C, na forma e colocar o pente para
formacdo das canaletas onde sera aplicado o produto do PCR. Esperar solidificar, por
aproximadamente 15 minutos.

- A carga do DNA é negativa, assim deve ser observado o sentido de migracdo das
moléculas. Portanto as canaletas, marcadas na agarose pelo pente, onde as amostras
serdo aplicadas, devem ficar préximas ao anodo (polo negativo), uma vez que o DNA
irA migrar para o catodo (pdlo positivo).

- Cobrir o gel com tampéao TBE 0,5X.
- Cortar um pedago de parafilme e com auxilio de pipetas automaticas dispensar 2 pL

de tampéao de corrida 6X sobre o parafilme. Adicionar 10 pL do produto de PCR, ao
tamp&o de corrida e misturar.
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- Aplicar os 12uL da mistura em uma canaleta do gel. Ndo é necessério inserir a pipeta
na canaleta apenas aproxime, mergulhando no tampdo TBE), pois a mistura € mais
densa do que o tampao TBE 0,5X. N&o deixar a mistura cair para fora da canaleta. Se o
volume final de reacéao for 25uL, pode-se aplicar 5uL do tampé&o de corrida diretamente
no tubo e pipetar 12L na canaleta do gel.

- Cada amostra deve ser aplicada em uma canaleta diferente. Assim como os controles
positivos e negativo de reacao.

- Aplicar o padréo de peso molecular, de acordo com as instru¢des do fabricante, para
comparar o tamanho dos fragmentos amplificados pela reacdo de PCR.

- Colocar a tampa da cuba de eletroforese e ligar os eletrodos na fonte.

- Regular a voltagem na fonte de eletroforese, de modo a utilizar de 5-6 V/cm. Numa
cuba de 7 x 7cm, por exemplo, a corrida deve ser realizada durante aproximadamente
40 min.

- Iniciar a corrida.
- Preparar a solucao de uso de brometo de etidio, na concentracéo de 0,5 pg/mL.
- Ao final da corrida submergir o gel em solucéo de brometo de etidio por 15 minutos.

- Colocar o gel sobre o transiluminador e com o ambiente escuro ligar a lampada ultra-
violeta. Equipamentos de seguranca devem ser usados como luvas descartaveis e
mascaras de protegao.

8.4.2- Interpretagéo de resultados

- Os fragmentos amplificados pela reacdo de PCR apresentam aproximadamente 700
pb. Portanto a banda do controle positivo, observada no transiluminador, deve
apresentar este tamanho. Comparar os tamanhos das bandas com o padrao de peso
molecular.

- Se ao final da eletroforese, ndo houver o aparecimento de banda especifica (~700pb),
na canaleta onde a amostra foi aplicada. A amostra é considerada satisfatoria (negativo
= aprovado).

- Se ocorrer o0 aparecimento de banda na canaleta onde a amostra foi aplicada, realizar
um reteste com novas amostras.

- O reteste deve ser feito de maneira idéntica ao teste inicial. Se ndo houver
aparecimento de banda especifica, a amostra é considerada satisfatoria.

- Se houver aparecimento de banda de 700 pb no gel de agarose, a amostra é
considerada insatisfatéria (positivo = reprovado).
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Nota: O teste deve ser invalidado se ndo forem detectadas bandas de 700 pb em
ambos o0s controles positivos (extragdo e PCR), ou pelo aparecimento de banda
semelhante no controle negativo.

9. RELACAO DE COPIAS DISTRIBUIDAS

102200 - DEQUA, 102210 — LACOM, 102220 - LAFIQ.
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10. FOLHA DE APROVACAO
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