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RESUMEN

Mycoplasma es un género de bacterias, muy pequefas, parasitas, cuya principal caracteristica
es la falta de pared celular. Debido a esto logran infectar cultivos celulares y virales sorteando
las barreras tipicamente utilizadas en los laboratorios de biotecnologia (filtraciones de medios
por 0.22 um, observacién al microscopio diaria, controles de esterilidad microbiol6gicos). Es por
esto que la contaminacién con Mycoplasma en sobrenadantes celulares y cepas virales es un
problema de suma importancia, el cual toma cada dia mas relevancia. A pesar de su pequefio
tamafio son causantes de efectos de alto impacto en los cultivos, como alteraciones en la
sintesis de proteinas, ADN y ARN, alteracion del crecimiento celular y pueden llegar a generar
degeneracion y pérdida total del cultivo. Las diferentes normativas internacionales vigentes
tales como el Code of Federal Regulations, la Farmacopea Estadounidense, la Farmacopea
Europea, exigen que los bancos celulares y virales tengan certificado de libre de Mycoplasma y
recomiendan para su deteccidon un método microbiol6gico que si bien es muy sensible toma
mucho tiempo su realizacién, y los resultados pueden ser subjetivos. Es por esto que se
comenzaron a desarrollar métodos moleculares para la deteccion de este microorganismo.

Sumado a esta situacion, su eliminacién de cultivos celulares resulta compleja, por lo que en
general se propone el descarte como primer método de eliminacion frente a un cultivo
contaminado. Esto genera el inconveniente de que si la cepa infectada es de gran importancia
su descarte no es una medida posible. Existe una vasta bibliografia sobre la descontaminacion
de Mycoplasma en cultivos celulares, pero la literatura es muy acotada en cuanto a la
descontaminacién de cepas virales.

El desarrollo de esta Tesis se realizé en Virbac Uruguay S.A., una de las empresas lideres en
el sector de salud animal. Durante la tesis se puso a punto un método de deteccion molecular
para Mycoplasma y se compard el mismo con el “Gold Standard”, método microbiolégico, en
forma cualitativa y estadistica. Para ambos métodos, molecular y microbiolégico, se escribio el
correspondiente procedimiento operativo estandar (POE) de manera de dejar en la empresa, el
conocimiento necesario para ejecutarlo en futuras ocasiones. Finalmente, se utiliz6 el método
molecular como herramienta de deteccion de Mycoplasma en una cepa viral de interés para el
laboratorio, lo que permitié desarrollar una estrategia para eliminarlo mediante el uso de filtros y
antibidticos.

Estos tres puntos fueron desarrollados de manera exitosa resultando en un trabajo que por
sobre todas las cosas, aporta valor a Virbac, ya que le permite contar con una técnica mas
eficiente de deteccién tanto desde el punto de vista de proceso como del punto de vista
econdmico. Esto permite a la empresa, mantener su posicion lider, y cerrar un circulo virtuoso
de mejora continua. Por otro lado, disponer de un procedimiento de erradicacion de
Mycoplasma desde cepas virales permite a la empresa poder contar con cepas eventualmente
contaminadas pero que podrian ser de interés para ser incluidas en nuevos productos o en
productos comerciales ya existentes.
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ABREVIATURAS

e ADN: acido desoxirribonucleico

¢ ARN: acido ribonucleico

e CFR: Code of Federal Regulations (Cddigo de Regulaciones Federales de Estados
Unidos)

e DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol

e DILAVE: Division de Laboratorios Veterinarios

¢ DMSO: Dimetilsulfoxido

e dNTPs: desoxinucleotidos trifosfato

e dpi: dias post-infeccién

e DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Coleccién
alemana de microorganismos y cultivos celulares).

e ECP: efecto citopatico

e ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas)

e Ph. Eur.: Europeam Pharmocopeia (Farmacopea europea)

e FDA: Food and Drugs Administration (Administracion de alimentos y medicamentos de
los Estados Unidos)

e GMP: Good Manufacturing Practice (Buenas Practicas de Manufactura)

e |IF: inmunofluorescencia

e IPMont: Instituto Pasteur de Montevideo

e LOD: Limit of Detection (limite de deteccidn)

e MGAP: Ministerio de Ganaderia, Agricultura 'y Pesca

¢ MOI: Multiplicity of Infection (Multiplicidad de Infeccion)

e MVB: Master Virus Bank (banco maestro viral)

e NCBI: National Center for Biotechnology Information (Centro nacional para la
Informacién Biotecnoldgica — Estados Unidos)

e PCR: Polimerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)

e POE: Procedimiento Operativo Estandar

e PPLO: Pleuropneumonia Like Organism (Organismo similar a la pleuroneumonia)

e pADN: acido desoxirribonucleico plasmidico

e rADN: &cido desoxirribonucleico ribosomal

¢ rARN: &cido ribonucleico ribosomal

o RODAC: Replicate Organism Detection and Counting (placas de conteo de
microorganismos)

e RVB: Rotavirus Bovino

e SFB: Suero Fetal Bovino

e SPF: Specific Pathogen Free (libre de patdégenos especificos)

e TAE: Tris-acetato-EDTA

e TCIDso: Tissue Culture Infective Dose (Dosis infectiva 50 en cultivos celular)

e ufc: unidades formadoras de colonias

e USP: United States Pharmacopeia (Farmacopea de los Estados Unidos)

e VBUY: Virbac Uruguay

e WVB: Working Virus Bank (banco viral de trabajo)
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1. INTRODUCCION

1.1. Mycoplasma spp.
1.1.1. Taxonomia

El género Mycoplasma refiere a un conjunto de bacterias que tiene como principal
caracteristica la falta de pared celular. Dentro del dominio bacteriano pertenecen al Filo
Tenericutes, que son todas las bacterias que carecen de pared celular. Este Filo se compone
solamente de una clase denominada Mollicutes. Como regla general se utiliza el nombre de
Mycoplasma para referirse a cualquiera de los géneros dentro de la clase Mollicutes, aun
cuando en esta clase existen otros ocho géneros como ser Acholeplasma, Asteroleplasma y
Spiroplasma, (1, 2, 3). Dentro de la clase Mollicutes existen mas de 100 especies (4). Por otra
parte, andlisis filogenéticos muestran que estan estrechamente relacionados con las bacterias
Gram positivas Clostridia, Bacillus y Lactobacillus (5).

1.1.2. Caracteristicas

Micoplasma es un nombre trivial utilizado para un grupo de procariotas con capacidad
biosintética limitada que incluye a todo el género Mycoplasma y a algunas especies de los
otros géneros dentro de la clase Mollicutes.

Sus principales caracteristicas son:

1. Falta de pared celular

Debido a esto, los antibidticos utilizados de forma regular en la industria farmacéutica
no los afectan (6, 7). Ademas, asi como el resto de las bacterias, han logrado
desarrollar resistencia a los antibiéticos mas comdnmente utilizados (4, 6, 8, 9). Por la
falta de pared logran pasar por los sistemas de filtros utilizados en la industria para
esterilizar diferentes medios de cultivos (4). A diferencia de otras membranas
bacterianas, la membrana lipidica de micoplasma también contiene otros lipidos
asociados, como el colesterol que agregan rigidez estructural a la membrana (10).

2. Metabolismo disminuido

Los micoplasmas necesitan tomar del ambiente dénde se encuentran aminoacidos,
bases nucleotidicas y acidos grasos. Debido a que no cuentan con una cadena
respiratoria el ATP lo generan mediante una reaccién simple de fermentacién organica
(10). A causa de que tienen muy pocos genes crecen lentamente por fisién binaria; M.
capricolum tarda diez veces mas en crecer que Escherichia coli (11). Requieren de
esteroles para su crecimiento y sintesis de membrana los cuales toman del medio
donde se encuentran. Dependiendo de la especie pueden metabolizar glucosa (M.
pneumoniae), arginina (M. hominis) o urea (Ureaplasma spp.). Son anaerobios
facultativos y prefieren tensiones parciales de Oz reducidas (13).

3. Forma pleiomérfica

Toman una gran variedad de formas que van desde esférica hasta filamentosa, con un
diametro de 0,2-0,8 um, razén por la cual en un comienzo se denominaban PPLO (1, 9,
14).



4. Genoma pequefio

Contienen un genoma entre 580 kpb y 1380 kpb, el cual se encuentra completamente
secuenciado para varias especies (10). M. pneumoniae contiene un solo cromosoma
gue codifica para 689 proteinas, mientras que M. genitalium contiene 470 genes (11).
Si se lo compara con E. coli, que tiene un genoma de 4.640 kpb que codifica a 4.288
genes, es posible deducir desde el punto de vista genémico cémo los micoplasmas no
podrian ser organismos de vida libre (15).

5. Varios hospederos

Los micoplasmas son conocidos patdgenos de una gran variedad de especies, entre
los que se encuentran los humanos, insectos, animales y plantas (3). Al menos tres
cepas han demostrado ser patdgenas para humanos: M. pneumoniae estd asociado
con neumonias en adultos y nifios, mientras que M. genitalium y M. hominis son
agentes reconocidos de las infecciones urinarias. Otras especies infectan animales y
causan un amplio rango de enfermedades altamente contagiosas como agalaxia en
cabras, pleuroneumonia en bovinos y enfermedades respiratorios en pollos (10).

6. Impacto en salud publica y laboratorios

Ademas de su impacto en la salud publica, los micoplasmas son un gran contaminante
de laboratorios biotecnologicos, tanto a nivel industrial como de investigacion. La
contaminacion por éstos puede ser dificil de controlar, ya que como se menciond
anteriormente son de pequefio tamafo, y a su vez pueden formar biofilms lo que los
hace mas resistentes al calor y a la desecacion (10).

Tomando todas las consideraciones anteriores, se puede decir que los micoplasmas
representan un riesgo de bioseguridad debido a la potencialidad de ocasionar infecciones en
humanos y animales y problemas de contaminacién en la produccion biofarmacéutica y en
laboratorios de investigacion (10).

1.2. Contaminacién por Mycoplasma
1.2.1. Contaminacion en cultivos celulares

El cultivo de lineas celulares eucariotas representa una herramienta muy importante en la
investigacién y manufactura de productos bioldgicos. El uso de estas células en diferentes
laboratorios (investigacién, medicina regenerativa, produccién biotecnol6gica) esta creciendo
continuamente debido en parte, a las normativas cada vez mas estrictas sobre el uso de
animales de laboratorio (8, 16). Las células se utilizan con el fin de examinar funciones
biolégicas y producir sustancias bioactivas, y es por esto que deben existir controles rigurosos
de las mismas para descartar cualquier contaminacion (7).

Si bien el cultivo de células es una técnica muy difundida y cada vez mas comdn de encontrar
en laboratorios de investigacion o a nivel industrial, requiere un manejo cuidadoso para evitar
problemas. Dentro de los problemas asociados al cultivo celular existen dos tipos de
contaminaciones que son las mas comunes de observar: contaminacion cruzada con otra linea
celular, y contaminacion con microorganismos, en particular micoplasmas (9, 17, 18, 19). La
contaminacion por micoplasmas representa un problema, ya que generalmente no es
detectada en los controles de rutina utilizados en un laboratorio debido a que no producen
turbidez en el medio de cultivo, no causan efecto citopatico en las células, ni es observada bajo
el microscopio debido a la falta de pared celular y a la capacidad de adherirse a la membrana
de las células que poseen estos microorganismos (2, 8, 20, 21). Los micoplasmas pueden
persistir sin ser detectados en cultivos celulares por largos periodos de tiempo sin afectar
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visiblemente las células, llegando a un alto nimero de colonias en el cultivo (108-10° ufc/mL).
Una vez contaminado, el cultivo llega a su concentracion maxima en 3-5 dias, y esto genera
que haya una proporcién de 100-1.000 micoplasmas por célula en un cultivo (6, 8, 9, 20, 22).
Los cultivos celulares proveen un ambiente ideal para el crecimiento de estos organismos
debido a las condiciones favorables de incubacién, proteccién del estrés osmdético y a la
presencia de todos los nutrientes esenciales necesarios para su desarrollo (6).

Las contaminaciones por micoplasmas en cultivos celulares pueden modificar casi todos los
parametros de las células, conllevando a resultados erréneos en ensayos donde se utilizaron
células contaminadas o incluso a la pérdida de cultivos celulares Unicos (Tabla 1) (8, 16, 23).
Esta contaminacion es capaz de generar alteraciones del metabolismo celular, como por
ejemplo: inhibiciéon de la proliferacion, aumento de la muerte celular, inhibiciéon de la fusion
celular, aparicion de caracteristicas morfoldgicas de apoptosis, alteracion de la morfologia
celular ya que los micoplasmas dependen del colesterol, esteroles y lipidos presentes en la
membrana de las células. También son capaces de producir cambios en la genética de las
células como ser aberraciones cromosémicas o fragmentacién del ADN. Ademas, ocasionan
interferencia en varios ensayos bioquimicos y biolégicos y alteran la susceptibilidad de las
células hacia los virus y la produccién de virus (3, 7, 8, 14). Existen estudios que demuestran
que estos microorganismos compiten por los nutrientes presentes en el medio, generando un
agotamiento de los mismos, y los efectos downstream relacionados como la alteracién de los
niveles de proteinas, ADN y la sintesis de ARN (7). Incluso algunas de las especies de
Mycoplasma hidrolizan arginina como fuente de energia, consumiendo rapidamente la arginina
disponible en el medio lo que afecta el cultivo celular produciendo aberraciones cromosémicas
(6). Ya que toman su energia de la fermentacion de diversos nutrientes pueden causar un
cambio en el pH en el medio y de esta forma producir metabolitos toxicos para las células
eucariotas (7). Por todos los efectos que presenta la contaminacién por micoplasmas en
cultivos celulares que se resumen en la Tabla 1, es que algunos autores sugieren hablar de
infeccién y no contaminacién, ya que asi se describe de forma mas adecuada el parasitismo
que representan los micoplasmas para las células (22).

Tabla 1: Principales efectos de la infeccibn por micoplasma en cultivos celulares.
Adaptado de Drexler et al. (9)

Niveles alterados de sintesis de proteinas, ARN y ADN
Alteracion del metabolismo celular

Aberraciones cromosomicas (alteraciones numéricas y estructurales)
Cambios en la composicion de la membrana celular
Alteracion en la morfologia celular

Modificacion de la activacion linfocitaria

Cambio en la expresion de citoquinas

Variacion de la propagacion viral

Interferencia con ensayos biolégicos y bioquimicos
Influencia en las sefales de traduccion

Promocion de la transformacion celular

Alteraciones de las caracteristicas de proliferacion
Degeneracion y pérdida total del cultivo

Se estima que entre un 5 % a 30 % de los cultivos celulares eucariotas se encuentran
contaminados por micoplasmas (2, 7, 8, 16, 17). Sin embargo, hay estudios que demuestran
que la contaminacién puede llegar hasta un 80 % en los laboratorios que no toman medidas de
control de contaminacién (8, 17). Existen cuatro fuentes principales de contaminacion: las
personas, el aire, los reactivos y las células en si mismas (2, 4, 6, 8, 19, 22, 23) (Tabla 2).
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Se ha observado que tipicamente la contaminacion dentro de un laboratorio suele darse por
diseminacién a partir de un Unico cultivo infectado no controlado y propagarse por el ambiente
hacia los demas cultivos. Esto se ha confirmado a partir de la identificacién de las cepas
contaminantes dentro de un mismo laboratorio, donde generalmente suele ser la misma que
esta presente en todos los cultivos infectados (4, 6, 19-22). Es por esta razén es que es de
suma importancia conocer el origen y la trazabilidad de las lineas que se utilizan (19). En caso
de ingresar un nuevo cultivo celular de origen desconocido a un laboratorio éste debe entrar en
una zona de cuarentena. Recién cuando se tiene un analisis negativo para la presencia de
micoplasma este cultivo puede ingresar al laboratorio de células. Por estas razones es
importante que se implementen ensayos de rutina dentro de los laboratorios de cultivo celular
para controlar y asi para evitar la contaminacién por micoplasmas. Si se sospecha que un
cultivo puede estar contaminado hay que evaluar dos situaciones dependiendo de la
importancia de dicho cultivo: 1- descartarlo automaticamente sin realizarle controles o 2-
pasarlo al area de cuarentena para su analisis, con el fin de evitar que la contaminacion se
propague por el laboratorio y trabajar en la recuperacion del mismo (6).

El pequefio tamafio de los micoplasmas puede explicar la contaminacion a partir de reactivos
que fueron esterilizados mediante filtros como ser el suero o los medios de trabajo (10).
Antiguamente los sueros se esterilizaban utilizando filtros de 0,2 um, que permiten el pasaje de
micoplasmas, por lo cual el suero era una de las principales fuentes de contaminacién. Hoy en
dia los sueros vienen filtrados por filtros de 0,1 um, incluso irradiados (radiacibn gamma), y a
su vez, requieren de un certificado de ausencia de micoplasma (24). Estas modificaciones
demuestran que la contaminacion por micoplasmas fue y continda siendo un problema real,
que incluso desde los proveedores de materias primas se esta buscando mitigar.

La alta concentracion de micoplasmas en cultivos celulares explica en parte la facilidad con que
se diseminan en un laboratorio. Cualquier manipulacion de cultivos celulares contaminados
genera gotas o aerosoles, las que sedimentan en segundos en el area de trabajo. Una gota
puede llegar a tener 10° ufc de micoplasma, y estos son capaces de sobrevivir en superficies
planas por dias. Si no se desinfecta de forma adecuada, pueden infectar otro cultivo limpio
cuando se manipula en la misma area de trabajo (10, 22).

Otra fuente importante de contaminaciéon por micoplasma son los operadores. La ropa de
trabajo contaminada o inadecuada es una fuente de contaminacién, ya que varias especies de
micoplasma son comensales en el cuerpo humano. Otra causa son las malas practicas al
momento de trabajar ya que las manos y la boca son los principales reservorios de micoplasma
en el cuerpo, y si ho se toman las precauciones necesarias pueden pasar a los cultivos. Hay
que tener especial cuidado con la generacion de aerosoles ya sea por estornudar o hablar
frente a la camara de flujo laminar, por lo que es de suma importancia el uso de tapaboca y
guantes estériles (8).

Existen sélo algunos géneros de Mollicutes que aparecen normalmente como contaminantes
de cultivos celulares: Mycoplasma y Acheoplasma (6, 20). Dentro de estos géneros existen al
menos veinte especies que contaminan los cultivos celulares (23). De estas veinte especies,
solo seis son las causantes del 95 % de las contaminaciones (Tabla 2) (2, 16, 23).
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Tabla 2: Especies comunmente encontradas como contaminantes de cultivos celulares
Adaptado de Drexler et al. (9)

Especies Frecuencia Origen Fuente de Observaciones
contaminacion para
células
M. orale 20-40 % Humano - Contaminacién por - Crecimiento lento en
operador agar
M. hyorhinis 10-40 % Porcino - Tripsina - No puede ser cultivado
- Cruce de cepas en en agar
matadero - Puede invadir células
M. arginini 20-30 % Bovino - Suero - Facil de cultivar en agar
M. fermentans 10-20 % Humano - Contaminacion por - Dificil cultivo en agar
operador - Puede invadir células
M. hominis 10-20 % Humano - Contaminacion por
operador
M. laidlawii 5-20 % Bovino - Suero - Crece facilmente en

agar, en un amplio rango
de temperaturas

Las especies mas frecuentemente aisladas desde cultivos celulares provienen de la flora
humana o bovina lo que refleja la importancia como fuente de contaminacion el suero, el origen
celular y los operarios (6, 8) (Tabla 2).

A nivel de laboratorio de investigacion, los micoplasmas pueden alterar una gran variedad de
parametros celulares como ya se detall6 en la Tabla 1. Estos cambios en las células llevan en
gran parte a tener problemas durante la investigacion y resultados cuestionables (16). El uso
de lineas celulares para la investigacién de funciones biol6gicas y la produccién de sustancias
bioactivas necesita un riguroso control de calidad para asegurar que no existe ninguna
contaminacion que esté afectando dichos resultados. Algunas revistas cientificas piden, para
investigaciones que requieren del uso de lineas celulares o cepas virales, un certificado de libre
de micoplasma de las mismas (24).

A nivel de la industria biofarmacéutica, se ha demostrado que la contaminacién por micoplasma
puede causar problemas en la manufactura de productos bioldgicos, que pueden afectar la
calidad de estos (7, 10, 14). Los cultivos de células eucariotas utilizados en produccion para el
desarrollo de productos biol6gicos deben ser testeado para verificar la ausencia de micoplasma
como parte de la certificacion de seguridad y pureza, ya que la contaminacién puede generar
consecuencias econémicas de gran porte, como ser el descarte de lotes enteros de produccién
(2, 8, 14, 20, 23, 25).

1.2.2. Contaminacion en cultivos virales

Como se menciond anteriormente, dado que la contaminacion por micoplasma es muy
frecuente en cultivos celulares, también lo es en cultivos virales, representando un problema
frecuente y serio en los laboratorios de virologia. La contaminacién con micoplasmas tiene
consecuencias en las cepas virales, las cuales estan estrechamente relacionadas con el estado
de las células. Debido a su efecto en las células, los micoplasmas generan que las cepas
virales se degraden o reduzcan su replicacién. Utilizar células infectadas puede arrojar
resultados falsos, como titulos virales mas bajo en los controles de calidad; ademés si son
utilizadas a nivel industrial en preparaciones bioldgicas virales, el problema se asocia
directamente con una pérdida econémica (23, 26).

El mayor reto que presentan estas contaminaciones es lograr eliminarlas sin perder el titulo
viral utilizando un método econémico y versatil para todas las cepas virales (23). Mientras que
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las células contaminadas se pueden descartar sin presentar un gran problema, las cepas
virales suelen ser en mayor proporcion irreemplazables, lo que obliga a aplicar métodos de
descontaminacion en las mismas (26).

1.2.3. Contaminacion en bioterios

Numerosas especies de Mycoplasma forman parte de la flora comensal de los animales
roedores, dentro de los que se encuentran los roedores de experimentacion.

M. pulmonis, M. arthritidis, M. neurolycticum, M. muris y M. collis son especies comunmente
asociadas a roedores que pueden estar vinculadas con varias enfermedades. La
micoplasmosis respiratoria es una enfermedad de ratones y ratas causada por M. pulmonis. Si
bien M. pulomis puede causar alta morbilidad, las infecciones suelen permanecer
imperceptibles. Ademas de las complicaciones asociadas a la enfermedad respiratoria, la
infeccion por Mycoplasma puede mediar la respuesta inmune, generando severos problemas
en las colonias de roedores de laboratorio. Por este motivo, hay que tener mucha precaucion
ya que se puede ver comprometida la validez cientifica de los experimentos realizados con
animales infectados (27, 28).

Los animales SPF llevan un plan de monitoreo periédico de presencia de Mycoplasma, lo que
demuestra, una vez mas, la importancia de esta contaminacion y la gestién general que se esta
haciendo a nivel de laboratorios para tenerla controlada.

1.3. Métodos de deteccidn

Existen varias técnicas de detecciébn de micoplasma (Tabla 3), que en su mayoria son
complejas, de interpretacion subjetiva, largas o costosas (9, 18).

Tabla 3: Técnicas de deteccidon para micoplasmas.
Adaptado de Drexler et al. (9)

Tincién histologica
- Tinciones histoquimicas y microscopia de luz
Microscopia electronica
- De transmision
- De barrido
Métodos bioquimicos
- Ensayos enzimaticos
- Separacion por gradiente/electroforesis de ARN marcado
- Analisis proteico
Métodos inmunolégicos
- Tincion con anticuerpos fluorescentes
- ELISA
- Autorradiografia
Tincion del ADN por fluorocromos
- Tincion con DAPI
- Tincion con Hoechst 33258
Cultivo microbiolégico
- Formacién de colonias en agar
Hibridacion de ARN
- Defiltro
- Liquida

- Especifica para género/especie
- Universal
- Entiempo real
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El método de deteccion ideal deberia ser especifico y sensible, y a la vez rapido, eficiente y
barato (17).

1.3.1. Cultivo microbiolégico

El cultivo microbiolégico para la detecciéon de micoplasma es el método de referencia de los
protocolos de GMP, lo que lo hace el “Gold Standard” (4, 18). Las guias de productos
biolégicos veterinarios de Estados Unidos requieren que todos los productos y sustratos
obtenidos a partir de células eucariotas tengan controles para la contaminacion por micoplasma
utilizando el método caldo/agar descrito en el 9 CFR §113.28 (6, 8, 14, 25, 29, 30). Se propone
también en las guias de la FDA que para las especies no cultivables la muestra debe ser
sometida a una tincién de ADN (4, 25). Se considera que estos dos métodos combinados
presentan una muy buena sensibilidad y especificidad, y es por esto que se utilizan como
metodologia de referencia (8, 16). A su vez, el método microbiol6gico presenta como ventajas
que no deberian existir falsos positivos, y permite evaluar reactivos como medios y sueros
ademas de cultivos celulares (6).

Sin embargo estos ensayos presentan varios inconvenientes. Si bien el método microbiolégico
es muy sensible, lleva mucho tiempo y la lectura de las placas es muy laboriosa (21). Debido al
lento crecimiento de algunas especies, se debe esperar al menos 28 dias para obtener el
resultado del ensayo (6, 14, 29). Ademas puede presentar falsos negativos ya que existen
especies de Mycoplasma, como M. hyorhinis, que no son cultivables (6, 8, 9, 18, 21).

En este método, se deben inocular placas de agar y caldo de enriquecimiento con la muestra
problema y los controles adecuados (positivo y negativo) e incubar las placas durante 28 dias
en anaerobiosis (8, 9, 29, 30) (Figura 1). A causa del pequefio tamafio de los micoplasmas, sus
colonias son microscopicas (diametro 100-400 um) con forma caracteristica de huevo frito que
crecen bajo la superficie del agar (Figura 2). La inspeccién de las placas de cultivo debe
hacerse bajo observacidon microscépica, lo que genera una tarea tediosa y subjetiva ya que la
morfologia y tamafio de las colonias puede variar mucho segun la especie, el medio de cultivo
y la etapa de crecimiento (8, 9, 14, 29). Es por esto que se necesita un operador entrenado
para leer los resultados de las placas de agar (18, 29). También presenta como desventaja la
necesidad de controles positivos, los cuales pueden generar contaminaciones dentro del
laboratorio (4, 9).

14



03d - -

07d — — 4

10d - -

Figura 1: Esquema de tratamiento de muestras para la deteccion de
micoplasma segun CFR. Cada muestra debe ser sembrada
directamente en placa de agar con medio especifico y en caldo de
enriquecimiento (100 mL, dilucion 1/X). Se deben tomar 4 muestras de
dicho caldo alos 3, 7, 10 y 14 dias post-inoculacion y sembrarlas en
placas de agar, incubando las placas durante un periodo minimo de
14 dias adicionales. Cada placa de agar se debe dejar incubando un
minimo de 14 dias y un maximo de 28 dias .Este procesamiento debe
realizarse a la muestra a analizar asi como a un control positivo y un
control negativo.

Figura 2: Microscopia Optica de una colonia de
Mycoplasma que presenta la tipica forma de “huevo
frito” (40X) (realizada en el transcurso de la tesis).

Desde el 2007, la Ph. Eur., asi como la USP, permiten reemplazar el método clasico de
deteccion de micoplasma por un ensayo molecular siempre y cuando éste haya sido
correctamente validado (6, 31, 32).
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1.3.2. PCR

La necesidad de contar con un método mas rapido, sensible y especifico, llevé al desarrollo de
nuevas tecnologias principalmente las moleculares (2, 16, 21, 29). Las técnicas moleculares se
implementaron a partir de la década del 80 con el uso de sondas de ADN o gendmicas (17). El
primer reporte que muestra la utilizacion de la PCR como método de diagndstico para
micoplasma fue en 1989 (9).

Existen tres tipos de PCR para micoplasma, donde su uso depende de la aplicacion que se
esté buscando (18):

e Género especifica: para detectar la presencia de micoplasma en una muestra problema
(Mycoplasma, Acholeplasma, Spiroplasma)

e Identificatoria: para la identificacion de la especie de micoplasma presente en una
muestra problema. Consiste de una reaccion de PCR seguida de la secuenciaciéon o
ensayo de restriccion sobre el producto de PCR obtenido (M. fermentans, M. arginini,
M. bovis)

e Especie especifica: para la deteccion de una especie de micoplasma en particular en
una muestra problema. Es generalmente utilizada en el diagnéstico médico y no en
ensayos de rutina de laboratorio.

Existe una variedad de conjuntos de primers disponibles (simples, multiplex, nested), y el
disefio de los mismos dependera de la aplicacién de la PCR. Para las PCR género especificas
o identificatorias, la mayoria de los primers utilizan regiones conservadas del rARN 16S para
intentar detectar un gran niumero de especies diferentes de micoplasma en una Unica reaccién
(4). Debido a que el rARN es esencial en la maquinaria de traduccion, su gen se ha mantenido
conservado durante la evolucién lo que lo vuelve una buena herramienta filogenética. Este gen
tiene un tamafio de 1500 pb, y contiene regiones conservadas que permiten su uso para
identificacibn de géneros o especies, y a Su vez contiene regiones internas que son
hipervariables entre especies, lo que permite en muchos casos identificar diferentes especies,
(12).

En la literatura se encuentran reportados por diversos autores (Wirth, Wong-Lee y Lovet,
Uphoff) diferentes pares o juegos de primers para la deteccion de micoplasma. Cada uno de
ellos presenta sus ventajas y desventajas, que se mencionan en la Tabla 4.

Tabla 4: Ventajas y desventajas de los sets de primers descritos en literatura para la deteccién
de micoplasma.

Grupo de trabajo Tipo de PCR Ventajas Desventajas
Wirth et al. Nested PCR -Alta especificidad -Conlleva el doble de
-No presenta tiempo que la Multiplex

reacciones cruzadas PCR
con otras especies

Wong-Leey Lovet PCR -PCR universal para -Especificidad media
Mollicutes -Presenta  reacciones
cruzadas con otras
especies
Uphoff et al. Multiplex PCR -Alta especificidad -Varios primers puede
-PCR simple (corta) complejizar la PCR
-No presenta

reacciones cruzadas
con otras especies
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La técnica de PCR presenta la gran ventaja de poder trabajar con muestras de origenes
diversos (materias primas, sueros, medios cultivo, cultivos celulares y virales, etc); ademas de
poder analizar material congelado o liofilizado, lo que le da una gran versatilidad (2, 6, 9, 16).

Por todo lo sefialado anteriormente, el método de PCR presenta varias ventajas respecto a
otros métodos de deteccion de micoplasma, ya que combina simpleza y rapidez con alta
especificidad y sensibilidad sumando objetividad, exactitud y reproducibilidad en los resultados
(8, 17, 18, 20, 25). Por las ventajas que presenta este ensayo, tiene el potencial para
reemplazar la técnica microbiolégica actual del CFR o en su defecto ser una técnica
complementaria con el fin de disminuir los tiempos de prueba (20, 29).

En el trabajo descrito a continuacion se buscé poner a punto una PCR como método de
deteccion de micoplasma. Se eligieron los primers de Uphoff et al. para esta puesta a punto ya
que esta PCR resulta mas sencilla que la desarrollada por Wirth et al. porque solo requiere de
una reaccion de PCR al contrario de la Wirth. Ademas esta PCR esta ampliamente estudiada
por diferentes grupos de trabajo, en los cuales se ha demostrado su gran sensibilidad,
especificidad y la no reactividad con ADN proveniente de especies estrechamente
emparentadas a los micoplasma.

1.3.3. Otros métodos de deteccion

En el método de tincién se fijan las células y se las tifie con un compuesto fluorescente de
unién al ADN, para luego ser analizadas bajo un microscopio fluorescente (Figura 3) (14). Si se
observa contaminacion se ve un puntillado en el citoplasma de las células o en el exterior de
las mismas. Si bien es una técnica rapida y sencilla que permite la identificacion de
contaminacion por micoplasma en cultivos celulares, la tincion de ADN no es especifica por lo
que se puede estar detectando otro microorganismo, haciendo que los resultados puedan ser
de dificil interpretacién. Se aplica generalmente debido a que M. hyorhinis no es cultivable, por
lo que no puede detectarse mediante la técnica de cultivo de referencia. Asimismo si las
condiciones del cultivo no son ptimas, se puede malinterpretar los resultados ya que se puede
detectar ADN proveniente de las células lisadas (4, 6, 8). Hay que tener en cuenta que M. orale
y M. arginini solo se adhieren débilmente a la superficie celular, lo que puede generar un falso
negativo (3).

Figura 3: Se observa M. gallisepticum
intracelular tefiido con sonda fluorescente
FIT-C de unién al ADN (puntos amarillos
Mycoplasma  extracelular  puntos  rojos
sefalados con flecha: Mycoplasma
intracelular) (6).
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Por otro lado, se encuentran disponibles diferentes kits comerciales capaces de detectar el
ATP producido por los micoplasmas por la enzima acetato kinasa o la cabamato kinasa
mediante una reaccion con luciferina/luciferasa. Es una técnica sencilla y rapida, donde primero
es necesario extraer las células del medio para no obtener falsos positivos. Es un ensayo que
presenta una sensibilidad de 10° ufc/mL y se puede utilizar como ensayo de rutina; aunque sus
costos son elevados comparados con otros ensayos (6).

Finalmente, existen desarrolladas técnicas de inmunodeteccion con anticuerpos monoclonales
especificos (ej. ELISA) que permiten detectar 4 de las 6 especies mas comunes en cultivos
celulares (6). Sin embargo, los kits comerciales disponibles hasta el momento no permiten
detectar M. fermentans, el cual es un contaminante que estd aumentando afio a afio en los
laboratorios (3).

1.4. Métodos de eliminacién de la contaminacion

Idealmente un método de eliminacién debe ser simple, rapido y efectivo (26). Varios métodos
fueron descritos para la erradicacion de micoplasma (Tabla 5). Algunos de estos estan
restringidos a superficies, como el uso de detergentes, otros a soluciones libres de células
como la filtracién por microfiltros o el tratamiento con rayos gamma. Algunos de estos métodos
de eliminacion aplican para algunas especies en particular como el tratamiento de células con
un suero anti-mycoplasma (7).

Tabla 5: Métodos de eliminacién de micoplasma
Adaptado de Drexler et al. (9)

Método fisico
e Tratamiento con calor
e Filtracion por microfiltros
e Induccién de dafio cromosémico o de la membrana celular por fotosensibilizaciéon
Métodos quimicos
e Detergentes
e Limpieza con cloroformo-éter
e Tratamiento con metilglicina
e Incubacién con polianetolsulfonato de sodio
e Cultivo con 6-methylpurina desoxirribosa
Procedimientos inmunolégicos
e Co-cultivo con macrofagos
e Pasajes in vivo en ratones
e Cultivo con suero especifico anti-micoplasma
e Exposicién al sistema complemento
e Clonacién celular
Métodos quimioterapéuticos
e Tratamiento con antibiéticos en cultivo
e Tratamiento con antibidticos + suero hiperimune o cultivo con macréfagos
e Cultivo en medio semi-soélido con antibiéticos

1.4.1. Desinfeccion de superficies

Los micoplasma son generalmente considerados mas sensibles a la desinfeccion que otras
bacterias debido a su falta de pared celular, ya que ésta es considerada como un mecanismo
intrinseco de resistencia a biocidas (10). Pero los estudios presentes en la bibliografia han
demostrado que, al contrario de lo que se piensa, los micoplasmas presentan una gran
resistencia a muchos de los agentes comuUnmente utilizados para la desinfeccion de
superficies.
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Estudios han demostrado que los compuestos de amonio cuaternario (QAC) presentan baja
eficacia sobre los micoplasmas debido a la presencia de una estructura de membrana celular
Unica. Los QAC son moléculas cargadas positivamente que se unen fuertemente a las paredes
celulares cargadas negativamente y particularmente a las membranas celulares, dando como
resultado la disrupcién de la célula. Sin embargo, el amonio cuaternario no suele ser efectivo
debido a que la membrana de micoplasma contiene colesterol lo que puede retardar la
integracion del QAC en la estructura de la misma (10).

Por otro lado, los alcoholes actlan principalmente formando enlaces de hidrégeno con
proteinas, lo que lleva a la pérdida de estructura y funciéon y a la coagulacién de moléculas.
Varios estudios demuestran que los alcoholes inhiben el crecimiento y desencadenan la lisis
rapida de micoplasmas (9, 10).

La desinfeccidn de superficies con vapor de peréxido de hidrégeno (VPH) muestra ser un muy
buen método. Como se mencioné anteriormente, dado que los micoplasmas no poseen pared
celular, el VHP no causa el mismo efecto a nivel celular en éstos como en el resto de las
bacterias (33). Pero este no es el tnico mecanismo conocido del VPH, sino que también tiene
efecto directo sobre las proteinas y el ADN desnaturalizadndolos (33, 34). Por esto la fumigacion
con VHP puede ser de uso practico en areas o materiales con alto riesgo de contaminacion,
por ejemplo en laboratorios/areas en donde se trabaja con bancos de células madre,
produccion de vacunas, investigacion con animales, productos lacteos, y otros (10, 35).

Existen varios compuestos comerciales que utilizan estos agentes quimicos o combinaciones
de ellos para usarlos rutinariamente como método de desinfeccion de areas y superficies. Esto
muestra, nuevamente, la gran importancia que tiene la contaminacién por micoplasma para los
laboratorios, y como se esta intentando combatir desde todos los angulos posibles.

1.4.2. Desinfeccion de cultivos celulares

Si bien lo recomendable para hacer frente a una contaminacién por micoplasma en cultivos
celulares es el descarte del cultivo, en muchas situaciones esto no puede realizarse (ej.
material irreemplazable). En estos casos, se debe recurrir a diferentes estrategias para la
eliminacién de la contaminacion del propio cultivo. Las diferentes técnicas reportadas en la
literatura hacen uso de antibidticos. Hay que tener en cuenta que la mayoria de los
tratamientos anti-micoplasma suelen presentar diferentes grados de toxicidad para las células
y que el proceso de eliminacion de la contaminacién puede ser largo (hasta dos meses) (4, 8,
16).

Existen tres tipos de antibiéticos que presentan una actividad alta frente a micoplasma:
tetraciclinas, macrélidos y quinolonas (7, 8, 9, 23) (Tabla 6). Los macrélidos y tetraciclinas
actuan inhibiendo la sintesis de proteinas uniéndose a distintas subunidades de los ribosomas.
Las quinolonas, por su parte, inhiben la replicaciéon del ADN obstruyendo la girasa bacteriana
(8, 23). Sin embargo, dado que los micoplasmas carecen de pared celular todos los antibiéticos
beta-lactdmicos no pueden ser empleados. Asimismo, existen reportes en la literatura de la
generacion de resistencia a los antibiéticos mas comunmente utilizados en los laboratorios
(Figura 4).
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Antibiético Tipo de antibidtico  Resistencia
Cloranfenicol Tetraciclina 30%
Clortetraciclina Tetraciclina 11 %
Ciprofloxacina Quinolona 15 %
Eritromicina Macrolido 98 %
Espectinomicina Macrélido 14 %
Estreptomicina Aminoglucdsido 88 %
Gentamicina Aminoglucdsido 80 %
Kanamicina Aminoglucdsido 73%
Lincomicina Lincosamida 28%
Neomicina Aminoglucdsido 86 %
Tetraciclina Tetraciclina 14 %
Tilosina Macrolido 21%

Figura 4: Resistencia de micoplasma a diferentes antibidticos.
Adaptada de Nikfarjam et al. (8)

La bibliografia propone tres formas de tratar las células contaminadas: utilizando un Unico tipo
de antibiético, utilizando dos antibidticos diferentes a la vez (ej. Plasmocin), o alternando el uso
de dos antibitticos diferentes (ej. BM-Cyclin). Los mejores resultados se han obtenido con el
uso de varios antibiéticos de manera de evitar la generacion de resistencia. Varios estudios han
probado la eficacia de ciertos antibiéticos anti-micoplasma en cultivos celulares, por ejemplo
Uphoff (16) mostré que el BM-Cyclin tenia una eficacia de 86 %, mientras que el Plasmocin de
85 % vy el Baytril de 76 %.

Tabla 6: Antibiéticos contra micoplasma (NE: no se especifica)
Adaptado de Nikfarjam et al (8)

Nombre comercial Nombre genérico Categoria del antibiético (Elg)caua
BM-Cyclin Tiamulina (BM-Cyclin 1) Macrolido 86 %
Minaociclina (BM-Cyclin 2)  Tratraciclina
Ciprobay Ciprofloxacina Quinolona --
Baytril Enrofloxacina Quinolona 76 %
Zagam Sparfloxacina Quinolona --
MRA NE Quinolona --
Plasmocin NE Macrélido 84 %
NE Quinolona

El Plasmocin (InvivoGen) es un antibiético comercial de bajo costo (menos de U$S 1 por
reaccién) que contiene una mezcla de una quinolona y un macrélido, por lo que logra actuar
sobre los micoplasmas libres en el sobrenadante y sobre los que son internalizados por las
células (23). En ensayos previos, se ha reportado que con el uso de Plasmocin fue posible
descontaminar correctamente un 84% de los cultivos celulares ensayados, mientras que el otro
16% no se pudo descontaminar o bien porque las cepas contaminantes eran resistentes al
Plasmocin o bien porque éste era téxico para la linea celular en cuestién (16).
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1.4.3. Cultivos virales

Al igual que las recomendaciones existentes para los cultivos celulares, frente a una
contaminacién por micoplasma en cultivos virales se sugiere la eliminacién del cultivo. Sin
embargo, no siempre se pueden remplazar los cultivos contaminados (aislamientos Unicos) o
incluso muchas veces las cepas vienen contaminadas desde el origen.

Varias técnicas son descritas en la bibliografia sobre la eliminacién de la contaminacién por
micoplasma en cultivos virales, siendo la mayoria impracticas y dificiles de desarrollar
(extraccion por solventes, ultracentrifugacion, entre otras). Para el caso de cultivos virales, el
método de eliminacion no s6lo no debe afectar la carga viral (disminucién del titulo viral), sino
que tampoco puede afectar las células donde este virus se propaga. Por un lado se encuentran
los métodos de filtracién, donde se utilizan membranas con un poro que en teoria permite el
pasaje del virus en cuestion pero retiene a los micoplasma contaminantes (0,1 um). Sin
embargo estos métodos no son 100% eficientes, ya que parte del virus queda finalmente
retenido en la membrana del filtro (26).

Por otro lado, existen diferentes trabajos donde se reporta el uso de los mismos antibiéticos
descritos para la descontaminacion de lineas celulares pero aplicado a la descontaminacién de
lineas virales (23, 26). El el uso de antibiéticos comerciales como Mycokil AB (GE) o Plasmocin
fue exitoso para la eliminacién de la contaminacién por micoplasma en cepas virales sin afectar
el titulo viral final.

1.5. Virbac Uruguay S.A.

El Grupo Virbac es una de las empresas lideres a nivel mundial en salud y cuidado animal.
Fundada en 1968 Virbac ha crecido hasta convertirse en una de las empresas mas
reconocidas a nivel mundial en la salud animal.

Desde su fundacion, Virbac ha dedicado gran parte de sus recursos en investigacion vy
desarrollo enfocandose al tratamiento de enfermedades de animales de compafiia y ganado.
Se trata de una empresa que innova y se mantiene relevante gracias a dicho proceso. Dentro
de sus ramas de investigacion, de las cuales varias son de caracter biotecnolégico, se
encuentran el desarrollo de vacunas, el cuidado de animales domésticos, productos para las
agroindustrias entre otros.

Los productos de Virbac son reconocidos y comercializados en mas de 100 paises. Como parte
de su estrategia de globalizacién Virbac se ha establecido directamente en varios paises
creando filiales a partir de la compra de empresas del ramo ya establecidas. En Uruguay,
Virbac adquirié en el 2013 al reconocido Laboratorio Santa Elena S.A. y sus instalaciones,
fundados en Uruguay en 1957, convirtiéndose en Virbac Uruguay S.A. (VBUY). Esto le permitio
al Grupo tener una base en la regién con experiencia en el desarrollo y elaboracion de
productos para animales de produccion y asi ampliar su portafolio de productos, ademéas de
contar con un nuevo centro de investigacion y desarrollo.

Mediante la gestion de la empresa francesa, se espera que los productos manufacturados en
VBUY, que hoy por hoy se encuentran limitados a los mercados locales y regionales (Brasil,
Argentina, Colombia, Bolivia, Paraguay, Cuba, Costa Rica y México), se puedan exportar a
otros mercados mas exigentes, requiriendo para esto cumplir con las méas altas normas
internacionales.

Los productos comercializados en la actualidad por la filial son de origen tanto biolégico como
farmacolégicos. El primer grupo corresponde a las vacunas para utilizacién en ganado y
animales domésticos. Dichas vacunas son el principal producto de venta local y regional.
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En el proceso de produccién de vacunas, y acorde a lo pautado por las normativas
internacionales, Virbac toma especial cuidado en controlar posibles contaminantes que pueden
provenir de las materias primas o ser introducidos en los procesos de manufactura. Es por esto
que es de suma importancia el estudio y control de los posibles contaminantes que pueden
aparecer en los procesos de manufactura, y estos controles deben ser eficientes y
econOmicamente rentables. En particular, uno de los posibles contaminantes relevados por la
literatura, tanto en el producto final como en las materias primas requeridas para su
elaboracién, son los micoplasmas.

1.5.1. Propuesta de valor

Por lo mencionado anteriormente es de especial interés para las empresas del ramo de salud
animal, tener desarrollado un método validado para la deteccién de micoplasma y contar con
un método de eliminacién de una posible contaminacion de lineas celulares o cepas virales.

Contar con dichos procedimientos es una ventaja a nivel competitivo en el rubro, que permite
optimizar costos, y posicionar a Virbac en forma ventajosa frente a la competencia, incluso
generando una relativa independencia de servicios externos que realizan dichos estudios.

Desde el punto de vista econémico, el impacto de estos procedimientos es tanto directo, en
cuanto al menor gasto en servicios de terceros, como indirecto, asociado al valor agregado que
le otorga al producto final. Por otro lado, las herramientas de control y descontaminacién de
micoplasma permiten la implementacion de medidas preventivas o0 correctivas,
respectivamente.

Consideramos sumamente importante que una empresa lider del mercado, como es Virbac,
cuente con las herramientas descritas en este trabajo ya que le permitiran a futuro, garantizar
la sustentabilidad de los procesos de control y descontaminacién de micoplasma.
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2.1.

2.2.

OBJETIVOS

Objetivo general

Puesta a punto y validacion de un ensayo de PCR para deteccion, cuantificacion y
tipificacién de Mycoplasma spp.

Objetivos especificos

Poner a punto un protocolo de PCR para la deteccion de Mycoplasma spp. en
muestras de cultivos celulares y sobrenadantes virales.

Determinar algunos parametros para la validacion del ensayo de PCR para la deteccion
de Mycoplasma spp.

Poner a punto un protocolo de eliminacién de la contaminacion por Mycoplasma spp.
en cepas virales.

Generar un banco viral libre de Mycoplasma spp.
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3. METODOLOGIA

Todos los reactivos quimicos utilizados fueron de la mas alta pureza de Sigma-Aldrich o Difco.
Los reactivos para la PCR fueron adquiridos en Invitrogen y Bioron. Los primers fueron
sintetizados por Macrogen Inc.

3.1. Métodos de deteccidén de micoplasma
3.1.1. Microbioldgico
3.1.1.1. Manipulacién en condiciones de esterilidad

Se trabajé en condiciones asépticas en camara de flujo laminar Clase Il tipo A2 (Trox FLV 432).
Se utilizé ropa, guantes y tapa boca estériles.

3.1.1.2. Preparacion de medio selectivo para micoplasma

Se procedi6 a la deteccién de micoplasma mediante el método “Gold Standard” descrito en el
capitulo 9 CFR § 113.28 (30).

Se prepard 1 L de medio de cultivo segln la siguiente receta: 6 g de extracto de carne, 10 g de
peptona, 5 g de cloruro de sodio, 0,9 g de extracto de levadura, 14 g de agar-agar, 700 mL de
agua. Se esteriliz6 por calor durante 20 minutos a 121°C. Se dej6 enfriar el medio (con cuidado
de evitar la solidificacién del agar) y se agregaron 300 mL de suero equino o bovino.

Las placas se prepararon agregando entre 20 mL y 25 mL por placa del medio anterior tibio. Se
almacenaron a 4°C por un maximo de tres meses. Cada lote de placas preparadas se validé
para su uso mediante la incorporacion de un control positivo (sembrado de una muestra
positiva para micoplasma) y negativo (agua).

3.1.1.3. Preparacion, incubacion y lectura de las placas

Por cada placa, se sembraron 200 pL de muestra por rastrillaje y se incubaron en camara de
anaerobiosis generada mediante sobres de Anaerogen (Oxoid). Las placa se incubaron durante
tres semanas y el Anaerogen se cambid una vez por semana. Transcurridas las tres semanas
de incubacion, se procedi6 a la lectura de las placas mediante observacion bajo microscopio
con un aumento de 40 X (objetivo 4 X y ocular 10 X).

La presencia de una sola colonia, con la forma caracteristica de micoplasma (Figura 2), luego
de la incubacion, fue suficiente para considerar una muestra positiva.

3.1.2. Molecular: PCR

Para el protocolo de deteccién de micoplasmas mediante PCR se utilizd el descrito en el
trabajo de Uphoff et al. (2002). En esta PCR se utiliza un juego de primers que incluyen siete
primers Forward y tres primers Reverse, descritos inicialmente en el trabajo realizado por
Wirth, M. et al. (1994) (3) (Tabla 7). Los primers elegidos amplifican una region del gen del
rARN 16S. Se ha descrito en diferentes trabajos, que permiten amplificar regiones de las seis
especies de micoplasma mas comdnmente encontradas como contaminantes de cultivos y
unas 20 especies mas de esta familia, pero no amplifican otros contaminantes comunes de
cultivos celulares (36).
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Tabla 7: Primers utilizados para la amplificacion de una region 3’ del rADN de 16S para
diferentes especies de micoplasma. Los primers Forward y Reverse X.1 y X.2 se diferencias
Unicamente en la degeneracion de una base, la cual se destaca en mayuscula y negrita.
Adaptado Uphoff et al. (16)

Primer Secuencia Especie de micoplasma que Longth[d del
Forward reconoce amplicon (pb)
Forward 11 cgc ctgagt agt acg tCcgc M. fermentans, M.bovis 518
Forward 12 cgc ctg agt agt acg tAc gc  Acholeplasma laidlawii 525
Forward 21 tgc ctg Ggt agt aca ttc gc Ureaplasma spp. 504
Forward 22 tgc ctg Agt agt aca ttc gc M. gallisepticum 504
M. arginini, M. hominis, M.
Forward 31 cGc ctg agt agt atg ctc gc hyorhinis, M. orale, ggg 551272’ 2,
pneumoniae ’
Forward 32 CAc ctg agt agt atg ctc gc M. pulmonis 518
Forward 4 cgc ctg ggt agt aca ttc gc M. pirium 504
Primer
Reverse
M. arginini, M. bovis,
fermentans, M. gallisepticum,
Reverse 11 gcg gtg tgt aca aGa ccc ga M. hominis, M. orale,
pirium, Ureaplasma spp.
Reverse 12 gcg gtg tgt aca aAa ccc ga M. hyorhinis, M. pneumoniae
Reverse 2 gcg gtg tgt aca aac ccc ga  A. laidlawii

3.1.2.1.

Controles de la PCR

Para cada ensayo de PCR se utilizaron tres controles:

e Control Negativo: se agreg6 el volumen en agua correspondiente al ADN molde.

e Control Positivo: preparacion obtenida a partir de un sobrenadante viral infectado con
Mycoplasma spp. El tamafio esperado del amplicon es de aproximadamente 500 pb.

e Control Interno: plasmido con una secuencia inserta trunca del rARN 16S de M.
arginini. El tamafio esperado del amplicon es de 1000 pb, lo que permite diferenciarlo
del amplicon obtenido en los casos de muestras positivas para micoplasma. La
incorporacion del control interno a las corridas es de vital importancia, ya que permite
descartar falsos negativos dados por inhibicion de la enzima u otros errores técnicos
(ver Figura 5). La construccién plasmidica fue cedida amablemente por el Dr. Uphoff,
cientifico perteneciente del Departamento de lineas celulares humanas y animales del
Instituto Leibniz-DSMZ (Alemania). Este instituto es de referencia en cuanto al
desarrollo de técnicas para la deteccién de micoplasma. Por cada reaccion se agregan
entre 0,5 y 1 ng de control interno.
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Figura 5: Esquema de plasmido pMycolntCont utlizado como control interno. La
construccién del mismo se realiz6 insertando en un vector T (pGEM-T) un fragmento que
seré el blanco a amplificar en las PCR (1000 pb totales). El fragmento fue generado a partir
de un fragmento de PCR del gen del 16S ARNr de A. laidlawii con una secuencia exdgena
en el medio proveniente del plasmido pUC-19 digerido con la enzima de restriccion Taq

(20).
3.1.2.2. Obtencién del control interno

Se realizd una extraccién plasmidica a partir de E.coli DH5a transformadas con el plasmido
pMycolntCont que fueron cedidas amablemente por el Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad ORT Uruguay. A partir de un criovial, se realizé el crecimiento durante toda la
noche de las bacterias en 30 mL de medio Luria-Bertani con ampicilina 100 pg/mL. Se utiliz6 el
kit comercial, ZR PlasmidMiniprepTM- Classic(Zymo Research), y se procedié siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se eluy6 el ADN con 50 uL de agua estéril.

3.1.2.3. Protocolo de PCR

La reaccién de amplificacién se realiz6 en un volumen final de 25 pL conteniendo dNTP
(Bioron) a una concentracion final de 0,2 mM cada uno, juego de primers descritos en la Tabla
8 a una concentracion final de 0,1 uM cada uno, MgCl. a una concentracién final de 2 mM
(Invitrogen), 1 U de Tag polimerasa (Invitrogen) y el amortiguador de reaccion aportado por el
fabricante (Invitrogen) (ver Tabla 8). El resto del volumen se completé con el ADN molde
(muestra o control), pudiendo ser entre 1 L y 6 pL.

El programa de PCR que se utilizé para la amplificacion consta de un paso inicial a 94°C por 3
minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, hibridacion a 55°C por 30
segundos, extension de la reaccion de polimerizacion a 72°C por 1 minutos y finalmente un
Ultimo paso a 72°C por 10 minutos. Se utilizé un termociclador Littlegenius (BIOER).
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Tabla 8: Cantidades necesarias de cada reactivo para una reaccién de PCR. La reaccién se
completé agregando 4 uL de ADN molde mas 2 uL de agua, 0 4 yL de ADN molde mas 2 yL de
control interno, segun correspondiera.

Mix PCR Concentracion final UL por muestra
Buffer 10X 1X 2,5puL
dNTPs 10mM c/u 0,2 mM clu 0,5 pL
Primers10uM c/u 0,1 uM clu 0,25 pL
MgCl250mM 2mM 1puL
Taq Invitrogen 5U/uL 1U 0,2 uL
Agua ND 14,55 pL
Total 19 uL

3.1.2.4. Muestras procesadas

Se procesaron muestras de diferentes origenes y procedencia. Por un lado se procesaron
muestras celulares provenientes del Laboratorio de Biotecnologia de Universidad ORT. Por
otro lado, se procesaron muestras provenientes de la coleccion de investigacién y desarrollo de
VBUY, la que cuenta con mas de 150 cepas (lineas celulares y cepas virales y bacterianas); y
es independiente de la coleccién de cepas para uso industrial. Asimismo se procesé SFB y
suero equino mediante esta PCR, y muestras provenientes de lavados pulmonares de ratones.

En paralelo, se seleccionaron algunas de estas muestras para ser enviadas al servicio de
deteccion de micoplasmas brindado por la Unidad de Biologia Celular del IPMont.

3.1.2.5. Tratamiento de las muestras para su utilizacién como molde para PCR
e Muestras de origen celular o lavado pulmonar de ratones
Por cuestiones de confidencialidad se elimind esta seccion.
e Muestras de origen viral 0 sueros animales

Por cuestiones de confidencialidad se eliminé esta seccion.

3.1.2.6. Visualizacién del producto de PCR

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1%, agente intercalante de ADN
GoodView (SBS Genetech) a una concentracion de 0,02 % v/v, en buffer TAE 0.5 X (TAE 50 X:
242 g de Tris base, 57,1 mL de acido acético glacial, 100 mL de EDTA 0.5 M, pH 8, llevar a
volumen de 1 L) (38). Se sembro6 10 yL de cada muestra con 2 pL de buffer de corrida de ADN
6X (0,25 % azul de bromofenol, 0,25 % xilencianol, 30 % glicerol en agua) (39) en cada pocillo.
En paralelo, se sembré 5 pL del marcador de peso molecular, utlizandose dos diferentes uno
de 1 kpb (GeneRuler 1 kb DNA Ladder - Thermo Fisher Scientific) y otro de 100 pb (100 bp
plus DNA Ladder ready-to-use — BIORON). La corrida electroforética se realiz6 a 100V durante
40 minutos en buffer de corrida TAE 0.5 X. La visualizacion de las bandas se realiz6 en un
transiluminador Life Technologies- E-gel Imager.

3.1.3. Aproximacion a la validacion de la técnica de PCR dentro de VBUY
3.1.3.1. Estudio de la sensibilidad de la PCR

Se cuantificé el pADN del control interno en el equipo Infinitive M200 pro (Tecan).
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Para el estudio de sensibilidad se realizaron diluciones seriadas del control interno desde puro
hasta 1/1.000.000, y se realiz6 una PCR utilizando estas diluciones como molde segun el
protocolo descripto en 3.1.2.3. A partir de los resultados obtenidos, se calcul6 la cantidad
minima de ng detectada por la PCR y la cantidad de bacterias que detecta la PCR mediante la
herramienta Calculator for determining the number of copies of a template
(http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html), teniendo en cuenta que los micoplasmas tienen solo una
copia del gen del rARN 16S dentro de su genoma. Finalmente el valor se pasé nimero de
bacterias por mL detectadas por la PCR.

3.1.3.2. Estudio de la especificidad de la PCR

A partir de una placa de control ambiental (RODAC) se realiz6 la toma de muestras con un
anza previamente esterilizada, y se resuspendié cada una de ellas en 50 pL de agua estéril.
Luego se calentaron estas muestras a 100 °C por 10 minutos y se centrifugaron a 2000 g por 5
minutos. Se recolectaron los diferentes sobrenadantes por separado y se utilizaron como molde
para realizar la PCR segun protocolo 3.1.2.3.

3.1.3.3. Correlacién de la PCR puesta a punto con muestras procesadas por
IPMont, y con muestras procesadas por cultivo microbioldgico.

Se realizaron los calculos de correlacién entre la PCR de VBUY con los resultados obtenidos
previamente por el servicio externo del IPMont y en paralelo con los resultados obtenidos por el
cultivo microbioldgico. Los datos fueron procesados segun el método estadistico de Pearson
para variables binarias, segun la siguiente férmula:

ni+*n+j)2

_ /xz : 2 _vl v (n” n
=7 siendo x* = Yi; Zj:] T
n

En paralelo, también se calcularon los siguientes parametros estadisticos para la correlacién
entre la PCR de VBUY vy el cultivo microbiolégico: porcentaje total de aciertos, el valor
predictivo positivo y el valor predictivo negativo.

n°® de muestras con mismo resultado por ambos ensayos

Yoqci =
t
actertos n° total de muestras procesadas

n° de muestras positivas por PCR

Valor predictivo positivo = — — - —
n°® de muestras positivas por microbioldgico

n°® muestras negativas por PCR

Valor predictivo negativo = — - ————
n°® de muestras negativas por micirobiolégico

3.2. ldentificacién de especies contaminantes de micoplasmas.
3.2.1. Estudio de las secuencias de micoplasma.

Se realizé un andlisis bioinformético molecular con el fin de identificar si las secuencias del 16S
del rADN de micoplasmas presentes en NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se diferencian lo
suficiente para poder clasificar a nivel de especie las posibles muestras positivas encontradas
por PCR. En primera instancia, se realizé una busqueda de todas las secuencias de ADN del
rARN 16S de micoplasma presentes en NCBI. Con las secuencias descargadas, se realizé un
depuramiento de las secuencias redundantes mediante el programa cd-hit (PID thresholdscut
0.9). Luego se realizo un alineamiento multiple de secuencias con el programa MSA Clustal
Omega, utilizando los parametros que el programa otorgaba por defecto
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), para asi poder determinar y estudiar con mayor
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detalle las regiones altamente conservadas y, en caso de existir, la/s region/es variable/s. Se
analizaron dichos alineamientos mediante el programa JalView (http://www.jalview.org/), y se
buscaron las regiones altamente conservadas donde los primers hibridan. Luego se buscoé la
region amplificada por los primers utilizados en la PCR utilizando la herramienta Primer Blast
(37) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Con la regiéon de interés definida, se
realizé el estudio bioinformatico en Linux para separar en clusters, mediante la herramienta cd-
hit, las diferentes regiones amplificadas con un porcentaje de identidad igual o mayor a 98 %.
Se toma este valor debido a que la secuenciacion que realizada por la empresa Macrogen tiene
un 98 % especificidad.

3.2.2. Secuenciacion e identificacién de muestras positivas

Se mandaron a secuenciar a la empresa Macrogen muestras que dieron resultados positivos
en las diferentes PCR realizadas. Una vez obtenidas las secuencias se realizdé un Nucleotide
Blast (https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) con el fin de
identificar la especie contaminante de micoplasma.

3.3. Estudio de la contaminaciéon por Mycoplasma de ratones de bioterio

VBUY cuenta con un bioterio el cual se utiliza para realizar diferentes controles bioldgicos de
sus productos terminados y/o semi-elaborados en animales de experimentacion. En las
instalaciones se encuentran alojados diferentes roedores, como ratones (Mus musculus)
hamsters (Mesocricetus auratus) y cobayos (Cavia porcellus). Es un bioterio convencional, ya
que no cuenta con las condiciones necesarias para ser catalogado como SPF. Los ratones
SPF con los que se trabaja son adquiridos del bioterio de la DILAVE-MGAP, los cuales son
otorgados con el certificado libre de microorganismos especificos, incluyendo Mycoplasma.

Para este estudio, se seleccionaron nueve ratones virgenes que cumplian los siguiente
criterios: cuatro machos y tres hembras, elegidos al azar, provenientes del bioterio SPF de la
DILAVE (MGAP) que habian sido alojados previamente al ensayo durante 30 dias en el bioterio
convencional de VBUY; y un macho y una hembra provenientes también del bioterio SPF de la
DILAVE pero que no habian tenido contacto previo con los animales del bioterio de VBUY. Los
animales fueron sacrificados mediante eutanasia por inhalacion de CO2, segun el
procedimiento detallado de la empresa y en condiciones de cumplimiento del principio de las
3Rs.

3.3.1. Lavado pulmonar

Se procedi6é a realizar lavados pulmonares de los ratones seleccionados. El procedimiento
constd de una desinfeccion general de la piel del animal con etanol al 70% v/v, donde
posteriormente se realizé una incision diseccion de la zona central del cuello con instrumental
quirargico estéril. Posteriormente se inyectaron 0,5 mL de suero fisiologico estéril para realizar
el lavado de los pulmones, intentando recuperar la mayor cantidad de muestra sin retirar la
aguja.

A la muestra de lavado pulmonar, se le realizé una extraccion de ADN por shock térmico (ver
seccion 3.1.2.6) y luego fue analizada por PCR (ver seccién 3.1.2.3).

3.4. Cultivo celular
3.4.1. Linea celular MA104

La linea celular MA104 es una linea adherente de mono que posee un tiempo de duplicacion
de 27 horas (40). Los viales de células utilizados en este trabajo contaban con controles de

29


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

esterilidad, ausencia de micoplasma (resultado IPMont), y trazabilidad de nimero de pasajes y
materias primas de origen animal como ser SFB. Esta linea es susceptible a la infeccién por
RVB.

3.4.2. Cultivo de linea celular MA104

Se cultivo la linea celular MA104 en medio de cultivo minimo (VBUY) suplementado con 10 %
de SFB (Biowest) libre de micoplasma en estufa a 37 °C con atmdsfera de 5 % de CO:. Este
procedimiento se hizo siguiendo la misma manipulaciéon aséptica descrita en 3.1.1.1. La
monocapa se subcultivé tres veces por semana, sembrando las células en cada pasaje a una
dilucion Y2 respecto a la densidad inicial (densidad final aproximada: 0,2 x 10° células/mL). Las
células fueron despegadas utilizando tripsina (Gibco) y el proceso de tripsinizacion se siguié
mediante observacion bajo el microscopio. Se tuvo en cuenta no superar los 25 pasajes.

3.4.3. Descongelado de MA104

Se descongelaron las células MA104 provenientes de nitrégeno liquido en bafio de agua a 37
°C. Una vez descongeladas, se agregé todo el contenido del criovial a una botella de 25 cm?
con medio minimo suplementado con 10 % de SFB (Biowest). A las 4 horas se observaron las
células bajo microscopio, y si estas estaban adheridas a la superficie, se cambié el medio de
forma de descartar el DMSO proveniente del medio de congelamiento, el cual es téxico para
las células.

3.4.4. Controles

Se monitore6 la contaminacién por micoplasma de los cultivos celulares cada dos semanas
utilizando la metodologia descrita en 3.1.2.

Ademas, se realizaron controles de esterilidad para otros microorganismos utilizando el medio
liquido tioglicolato (Oxoid™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, US), medio liquido TSB
(Tryptic Soy Broth- Becton, Dickinson and Company, New Jersey, US) y medio sélido agar
Sabouraud (Oxoid™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, US). Se utilizaron 10 mL de cada
medio que fueron inculados con 500 pL de la suspension celular. Cada tubo se incub6 durante
14 dias con observaciones diarias. Se consideré la muestra como estéril cuando no se observé
crecimiento en ninguno de los tubos sembrados. Estos medios vienen previamente validados
por el departamento de Control de Calidad.

3.5. Cultivo viral
3.5.1. Cepade RVB

Se utilizaron dos cepas de RVB (RVB-1 y RVB-2) las cuales se encontraban contaminadas con
micoplasma. Los RVB son un género dentro de la familia Reoviridae. Los viriones miden
aproximadamente 75 nandmetros de diametro. Causan un ECP en las células que infectan el
cual es muy caracteristico: células redondeadas y desprendimiento de la monocapa (41).

3.5.2. Calculo de volumen de in6culo para infecciéon mediante MOI

La infeccidn de las células MA104 por el RVB se realizé mediante una MOI=0,1. La MOI es el
indice de multiplicidad y hace referencia al nUmero de particulas virales que son agregadas por
numero de células durante la infeccion.

Con el fin de conocer el volumen de virus necesario para infectar (indculo), en cada pasaje se
deja una botella exclusivamente para realizar un recuento celular (camara de Neubauer, azul
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de tripan al 50 % en la muestra) de manera de estimar el niUmero de células presentes en todas
las botellas de ese pasaje que se van a utilizar para las infecciones (condiciones, controles,
etc). Y este nimero se utiliza como N° de cels en la siguiente férmula:

N° de cels x Vol de cels (mL) * MOI
TCIDs,

Vol de virus (mL) =

3.5.3. Cultivo RVB

El cultivo de RVB se realizé siguiendo la manipulacion aséptica descrita en 3.1.1.1. Se
preactivé el virus con tripsina (Gibco) a una concentracion de 10 pg/mL durante 30 minutos.
Luego se inoculé la cepa viral con una MOI entre 0,01 y 0,1 (Paso 1, Figura 6), en botellas de
25 cm? con monocapa de MAL104. Se infectaron las botellas necesarias en cada caso
agregando medio de infeccion el cual se compone de medio minimo (VBUY) con 1 pug/mL de
tripsina (42).

El cultivo se dej6 en estufa a 37 °C con atmoésfera de 5 % de CO: durante 5 dias,
monitoreandolo diariamente bajo el microscopio para la deteccién de ECP caracteristico (Paso
2, Figura 6).

3.5.4. Congelado y descongelado de RVB

Una vez observado el ECP en toda la monocapa, se procedié a congelar el RVB a -20 °C
(Paso 3, Figura 6). A las 48 hs se descongeld y se paso6 el contenido a un tubo falcon para
clarificarlo a 2000 g por 5 minutos (Paso 4, Figura 6). Luego se alicuot6 todo el contenido del
tubo en criotubos de 1,2 mL, y se congel6 a -80 °C (Paso 5, Figura 6).

Pasol Paso 2
Infeccion Incubacion por 5dias

por MOI 37°C, C02

= Observacional
%«; microscopio
_— diariamente
- '¢ «=) ~a

== I——
Paso3
Congelar botella
# -20°C, 48 hs

Paso 4
N ) Centrifugar contenidode
botella,5 min,2000 g

T % % % % Alicuotarsobrenadante
. -O | 1 ] Sdeuetar

Infectar nuevascélulas Paso 5
Nuevo pasaje

Figura 6: Esquema de los pasos llevados a cabo en cada pasaje viral de RVB.
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3.6. Titulacién de RVB mediante TCIDs

Se determiné el titulo viral del RVB por TCIDsp de acuerdo al POE del Departamento de
Investigacion y Desarrollo de VBUY. Se utilizé para esto placas de 96 pocillos las cuales fueron
sembradas 48 horas antes de la infeccion con una suspensién de 0,2 x 106 células/mL. A las
diferentes muestras a titular se les realizé diez diluciones seriadas en base 10, desde 101
hasta 10-1°. Luego se sembr6 ocho pocillos por cada dilucién con un volumen de dilucién viral
igual al volumen de células (100 pL). Se dejo6 incubando las placas a 37 °C con atmosfera de 5
% de CO:2 durante 5 dias. Bajo microscopio, se observéd y registro los pocillos que presentaban
ECP, a partir de lo cual se determiné el titulo utilizando el método estadistico de Spearman y
Karber (42).

3.7. Eliminacién de la contaminacion de micoplasma a partir de un cultivo de
RVB infectado (RVB-1)

3.7.1. Toxicidad de antibiotico sobre la linea celular MA104
Por cuestiones de confidencialidad se eliminé esta seccion.

3.7.2. Puesta a punto del protocolo de descontaminacion
Por cuestiones de confidencialidad se eliminé esta seccion.

3.8. Generacién de un banco de desarrollo a partir de la cepa de RVB-2
descontaminada.

3.8.1. Escalado de las células

Por cuestiones de confidencialidad se eliminaron partes de esta seccion.
3.8.2. Preparacion del granel y envasado

Por cuestiones de confidencialidad se eliminaron partes de esta seccion.

3.9. Evaluacion de la contaminacién ambiental por Mycoplasma
3.9.1. Control de la contaminacion por Mycoplasma

Como parte del control ambiental de la cabina de flujo laminar que se utilizé para el desarrollo
de esta tesis se agreg6 un control para Mycoplasma. Para ello se procedié a plaquear en la
cabina el medio de cultivo especifico descrito en 3.3.1 en dos placas, las cuales se dejaron
destapadas mientras el agar solidificaba. Luego se dejaron incubando por 3 semanas en
camara anaerobia. Al finalizar estas semanas se las observd en microscopio (40 X); la
presencia de al menos una colonia tipica de Mycoplasma se considera un resultado positivo
para contaminacion por Mycoplasma.

3.9.2. Desinfeccion ambiental de Mycoplasma

Por cuestiones de confidencialidad se eliminé esta seccion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Puesta apunto de una PCR para la deteccion de Mycoplasma spp.

4.1.1. Ajuste de los parametros de la técnica de PCR y correlacion de
resultados con un servicio externo

Por cuestiones de confidencialidad se elimind contenido de este apartado.

Para el ajuste inicial de todos los parametros de la PCR, se utilizaron los reactivos enviados por
el Dr. Uphoff (DSMZ). Desde el Instituto Leibniz-DSMZ se envié un tubo con un control positivo
para la PCR, el cual era el ADN precipitado de un cultivo de Mycoplasma; y un segundo tubo
con el control interno, el cual ya se explicd en la seccion 3.1.2.1. El envio no detallaba
concentraciones, pero si diluciones de uso recomendadas (en ambos casos era de 1/10 o
mayor). El tamafio esperado del amplicon para el control positivo es de aproximadamente 500
pb, mientras que para el control interno de aproximadamente 1000 pb debido al inserto que
presenta la secuencia.

Para el disefio del protocolo de la PCR se siguieron las recomendaciones detalladas por Uphoff
en sus numerosos trabajos al respecto (7, 16, 17, 18, 20), incluyendo algunas modificaciones
para adaptarse a la Taq polimerasa que se utilizé en este trabajo, diferente a la utilizada en los
protocolos de Uphoff. Se realizaron diluciones seriadas en base 10 del control positivo y del
control interno, brindados por Uphoff, desde 1/10 hasta 1/10.000, las que fueron incluidas como
ADN molde para la puesta a punto de la PCR.

En la Figura 8, se muestra el resultado de la PCR realizada con los reactivos de Uphoff. Se
puede observar que fue posible amplificar tanto el control positivo (carril 4 y 7, aprox. 500 pb)
como el control interno (carril 8, aprox. 1000 pb) a la dilucion recomendada por el Uphoff (1/10).
Este resultado mostré que se pudo reproducir con algunas modificaciones el protocolo
reportado por Uphoff con resultados concordantes (18).

Control positivo Control interno
. |

1/21»0 1/1500 1/1%)0 1/10§)00 1/éo 1/1§0 1/%I-o(gjo 1/io:i)oo

1 2 3

Figura 8: Resultados de la PCR realizada con reactivos de Uphoff usando como ADN
molde los controles positivo e interno. Carril 1: PM 1 kpb, 2: control negativo, 3: vacio,
4-7: diluciones seriadas al décimo del control positivo, 8-11: diluciones seriadas al
décimo del control interno 1/10.

En la Figura 8, se observa que fue posible amplificar el control positivo a una dilucién de 1/10 y
1/10.000 (carril 4 y 7 respectivamente,), pero luego en las diluciones 1/100 y 1/1000 no hay
amplificacion (carril 5 y 6). Se piensa que esta inconsistencia en los resultados pueda ser
debida a algun error durante la PCR para las condiciones de las diluciones 1/100 y 1/1000,
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pero lamentablemente no se contaba con material extra como para repetir el andlisis de estas
diluciones.

Para poder trabajar de forma independiente de los reactivos provistos por el laboratorio de
referencia para Mycoplasma, se decidid generar unos propios. Para el control positivo se
seleccioné una muestra de sobrenadante viral positiva (V1) de la cual se tiene en cantidad
suficiente, para 500 reacciones. Para la generacién del control interno se contaba con E. coli
DH5a transformadas previamente con el plasmido conteniendo el fragmento correspondiente al
control interno. A partir de las bacterias transformadas se realizé una purificacion de ADN
plasmidico obteniéndose 5000 ng totales de ADN. La preparacion fue llevada a la misma
concentracién que la muestra enviada por el equipo de trabajo de Uphoff, por aproximacion de
intensidad de banda, de manera de poder continuar utilizando la misma concentracion, lo cual
aseguro un rendimiento de un millon de reacciones.

Al comenzar a analizar muestras celulares y virales en la PCR, la no amplificacién del control
interno (no se observaba la banda de 1000 pb en los geles) dejé en evidencia muchas veces la
presencia de inhibidores de la PCR que pueden provenir de las células (endonucleasas o
proteina K, datos no mostrados). Si bien al seguir aumentando las diluciones se logra revertir la
inhibicién a partir de 1/1.000, al ser diluciones tan grandes de la muestra se puede estar
comprometiendo la sensibilidad de la técnica. Suméandose a todo esto, a veces los
micoplasmas pueden encontrarse alojados dentro de las células que se quieren analizar, por lo
que sin un tratamiento previo de las mismas, se puede estar pasando por alto la contaminacién
(falso negativo). Por este motivo, fue necesaria la inclusiéon de un tratamiento previo a la PCR.
Para el caso de muestras de origen celular, fue suficiente la inclusion de un paso de shock
térmico para la liberacion del ADN. Para facilitar el procesamiento de las muestras, se realizé
un ensayo donde se determind que una dilucién 1/10 es la adecuada para obtener buenos
resultados en la PCR (datos no mostrados). Por otro lado, para las muestras virales fue
necesaria la incorporacion de una metodologia de purificacibn de ADN por extraccién con
fenol/cloroformo y posterior precipitacion con etanol absoluto para poder revertir la inhibicion,
ya que la inclusién del paso de shock térmico no fue suficiente para lograrlo. Para facilitar el
procesamiento de las muestras, se realizd un ensayo donde se determiné que para obtener
buenos resultados en la PCR hay que ensayar la muestra pura y una dilucién 1/10 de la
muestra (datos no mostrados). Si bien la inclusibn de un paso de purificacion agrega
complejidad a la técnica, la cual se pretende que sea sencilla y econdmica, se seleccioné la
extraccion con fenol/cloroformo, la cual no implica un gran costo ni un tiempo de procesamiento
de las muestras excesivo comparando con el shock térmico (4 horas de procesamiento frente a
15 minutos del shock térmico).

A continuacion, se procedié a analizar mediante la misma PCR un conjunto de 22 muestras
provenientes de VBUY o de Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay. De
la mayor parte de las muestras elegidas se conocia su estatus de contaminacién para
micoplasma, ya que habian sido analizadas previamente por el servicio de deteccién de
micoplasma brindado por la Unidad de Biologia Celular del IPMont. Se seleccionaron 2 cultivos
celulares negativos y 3 positivos; 5 sobrenadantes virales negativos y 7 positivos; 4
sobrenadantes celulares de los cuales se desconocia su estatus, y un sobrenadante viral sin
estatus (Total: 22 muestras).

Todos los resultados obtenidos a partir de las 22 muestras se presentan en las Figuras 9y 10 y
la Tabla 9. Con las modificaciones incluidas para el procesamiento de muestras, fue posible
amplificar correctamente el control interno en todas ellas (Figura 9 y 10).
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Figura 9: Resultados de PCR de las diferentes muestras celulares. Carril 1: PM 100 pb, 2: control
negativo, 3: control interno (Cl), 4: control positivo V1, 5: control positivo V1 + Cl, 6: C1, 7: C1 + ClI, 8: C2,
9: C2 + Cl, 10: C3, 11: C3 + Cl, 12: C4, 13: C4 + CI, 14: C5, 15: C5 + ClI, 16: C6, 17: C6 + ClI, 18: C7, 19:
C7 + Cl, 20: C8, 21: C8 + Cl, 22: C9, 23: C9 + CI.

Wl W2 W3 W W5 WG W7 WE L= I T R N
I N . . . e N N T T T —

+ - + - + - + - + - # _ + - + - + - + - + - + - + _
1 2 3 45 & 7 8 9 10111213 14 15 1617 18 1% 20212223 24 25 26 27 2829

Figura 10: Resultados de PCR de las diferentes muestras virales. Carril 1: PM 100 pb, 2: control negativo,
3: control interno, 4: control positivo V1, 5: control positivo V1 + Cl, 6: V2, 7: V2 + Cl, 8: V3, 9: V3 + Cl, 10:
V4, 11: V4 + Cl, 12: V5, 13: V5 + CI, 14: V6, 15: V6 + ClI, 16: V7, 17: V7 + ClI, 18: V8, 19: V8 + ClI, 20: V9,
21: V9 + Cl, 22: V10, 23: V10 + ClI, 24: V11, 25: V11 + ClI, 26: V12, 27: V12 + ClI, 28: V13, 29: V13 + CI.
ClI: control interno.

Tabla 9: Resultados de estatus de contaminacién por micoplasma evaluado por la PCR puesta
a punto en este trabajo y por el IPMont. NE: No ensayado. Cx es el cddigo que hace referencia
a las muestras de origen celular mientras que Vx a las de origen viral.

Codigo de muestra Procedencia Resultado Tesis Resultado IPMont
C1 VBUY Negativo Negativo
C2 VBUY Positivo Positivo
C3 VBUY Positivo NE

C4 VBUY Negativo Negativo
C5 VBUY Positivo Positivo
C6 ORT Positivo Positivo
Cc7 ORT Positivo NE

C8 ORT Negativo NE

C9 ORT Negativo NE

V1 (control positivo de la PCR)  VBUY Positivo Positiva
V2 VBUY Negativo Negativo
V3 VBUY Positivo Positivo
V4 VBUY Positivo Positivo
V5 VBUY Positivo Positivo
V6 VBUY Positivo Positivo
V7 VBUY Negativo Negativo
V8 VBUY Positivo Positivo
V9 VBUY Negativo Negativo
V10 VBUY Positivo Positivo
V11 VBUY Negativo Negativo
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V12 VBUY Negativo Negativo
V13 VBUY Negativo NE

Los resultados obtenidos mediante esta PCR fueron concordantes con los obtenidos por el
servicio del IPMont (ver Tabla 9). Esto resulta en un total de 17 muestras analizadas por ambas
PCRs, donde en todos los casos se obtuvieron los mismos resultados tanto en VBUY como en
el IPMont, demostrando la confiabilidad de los resultados obtenidos por el método puesto a
punto dentro de VBUY. La correlacion entre ambas metodologias fue positiva perfecta para el
nuamero de datos analizados (coeficiente de correlacion phi de Pearson ¢@=1). Seria interesante
poder contar con mas datos de analisis de muestras que presenten resultados del servicio del
IPMont, para aumentar el nimero de muestras procesadas por ambos laboratorios.

Por otro lado, para probar la PCR con otro tipo de muestras, se controlaron diferentes sueros
de origen bovino fetal o equino (irradiados y filtrados). Si bien todos los sueros empleados
dentro de VBUY vienen con certificado de andlisis donde se detalla que estan libres de
micoplasma; se quiso poner a punto la técnica para su implementacién como control de rutina.
Los sueros son muestras complejas con uno alto contenido proteico y por tanto presentaron
inhibicién de la PCR. Se debieron ensayar varias condiciones diferentes para el procesamiento
de las muestras previamente a la PCR. Todos los sueros analizados (n=3) dieron un resultado
negativo frente a la presencia de micoplasma, resultado esperado segun los certificados
entregados por los fabricantes. Una de las muestras de suero fue enviada a analizar al IPMont,
obteniéndose también un resultado negativo.

Por todos los resultados presentados (Figuras 8, 9 y 10 y Tabla 9), se puede afirmar que fue
exitosa la puesta a punto de la PCR para la identificacién de la contaminacion por micoplasma
en muestras provenientes de cultivos celulares, cultivos virales y otras materias primas como
sueros animales. Con todo lo realizado, fue posible escribir un POE interno a VBUY para la
deteccion de micoplasma por PCR en muestras virales y/o celulares. Esto permitird la
implementacion del ensayo por parte del sector de Investigacion y Desarrollo, asi como la
inclusién a futuro de este ensayo dentro del portafolio de ensayos del sector de Control de
Calidad de la empresa.

4.1.2. Determinacion del limite de deteccion y especificidad de la técnica de
PCR

Dentro de los parametros mas criticos que determinan el desempefio de una técnica de
deteccion se encuentran su sensibilidad y su especificidad. Para este caso en particular, el
primero de estos parametros hace referencia a la cantidad minima de micoplasmas que la PCR
es capaz de detectar en una muestra (limite de deteccién, LOD); y por lo tanto refiere al poder
de la técnica en ser capaz de detectar contaminaciones con bajos niveles de micoplasmas (sin
falsos negativos). El segundo de los parametros, especificidad, indica la capacidad del ensayo
para dar como casos negativos los ensayos realizados sobre muestras que poseen ADN
proveniente de otros microorganismos (no hay falsos positivos), y da una idea de cuan
especificos son los primers utilizados para reconocer micoplasma exclusivamente. La
determinacion de estos dos parametros consiste en una primera aproximacion para comenzar
con la validacién de la técnica de PCR.

Para el ensayo del LOD se tomé el control interno generado en VBUY y se le realizaron
diluciones seriadas desde la muestra puro (100 ng/pL) hasta 1/1.000.0000. Es importante
recalcar que se trabajé con ADN plasmidico y no ADN genomico de micoplasma propiamente
dicho, que hubiera sido la aproximaciéon mas correcta para este ensayo; ya que no se cuenta
dentro de la empresa con una cepa de referencia para utilizar como control positivo de
micoplasma.
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El control interno logra amplificarse hasta una dilucion de 1/500.000, dejandose de observar la
banda de 1.000 pb a una dilucién de 1/1.000.000 (Figura 11). Dada la concentracion inicial del
control, esta dilucién implica que la minima cantidad de ADN plasmidico detectada por este
ensayo de PCR es menor que 0,4 pg. Esto equivale aproximadamente a 3,71 x 10° copias de
ADN (utilizando la férmula provista por http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html).

Dado que el genoma de micoplasma presenta tipicamente una Unica copia del gen del 16S por
genoma, podriamos hacer una extrapolacién y decir que se podrian estar detectando al menos
3,71 x 10° bacterias por reaccién de PCR o lo que es lo mismo 1,55 x 107 bacterias/mL.

Y100 Y1.000 Y10.000 Y100.000 V500,000 Y1.000.000

1 2 3 4 5

‘;
1500 pb —3 |
1000 pb —3 |

Figura 11: Resultados de PCR de diluciones seriadas del control interno obtenido
a partir de la miniprep del plasmido pMycolntCont. Carril 1: PM 100 pb, 2: agua,
3-8: diluciones seriadas de control interno. Se observa amplificacion hasta la
dilucion 1/500.000

Esta sensibilidad no es excelente, pero se piensa es suficiente para detectar contaminaciones
en cultivo las cuales se encuentran en el entorno de 108-10° ufc/mL (20). Si se quisiera trabajar
para aumentar la sensibilidad se podrian ajustar los parametros de la presente PCR para
hacerla mas sensible (modificaciones en el protocolo de PCR, Tag mas eficiente). Asimismo, el
LOD del ensayo esta directamente vinculado con la sensibilidad del método para visualizar el
ADN. El agente intercalante utilizado en este trabajo (GoodView) tiene un LOD de 100 ng de
ADN, bastante menor en comparacion con el bromuro de etidio que presenta una sensibilidad
de 1 ng, o incluso las sondas fluorescentes, que estan en el entorno de los pg de ADN. (44,
45). Por lo tanto una modificacibn muy simple del protocolo como cambiar el agente
intercalante, podria mejorar la LOD de 107 a 10° bacterias/mL. Otra opcién podria ser realizar
una PCR en tiempo real, la cual en la literatura muestra que tiene mejor sensibilidad, llegando a
detectar un minimo de 400 copias de ADN (46). Si bien existen modificaciones sencillas que se
pueden introducir a la técnica puesta a punto en este trabajo (ej. cambio tincién del ADN); se
cree que con las herramientas disponibles se pudo desarrollar una técnica capaz de detectar
correctamente las contaminaciones por micoplasma presentes en cultivo.

Para el estudio de la especificidad de la PCR, se seleccionaron diferentes muestras
provenientes de placas de muestreos ambientales realizados por el sector de Control de
Calidad de VBUY (Figura 12). Estas incluian a microorganismos de las especies Bacillus spp. y
Staphylococcus spp. Se eligié esta estrategia para tratar de abarcar los microorganismos mas
comunmente presentes en el ambiente, que serian los que mas probabilidad tendrian de
aparecer como contaminaciones en cultivos celulares o virales. Se procesaron las muestras de
las colonias siguiendo el protocolo descrito en la seccién 3.1.3.2.
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Figura 12: Placa RODAC de control de
contaminacion ambiental que fue utilizada para
tomar muestras de otros microorganismos para
los estudios de especificidad de la PCR para
micoplasma. Se tomaron tres muestras desde las
colonias indicadas en la imagen (1-3). Muestra 1:
Bacillus spp, muestras 2 y 3: Staphylococcus

spp.

Una vez analizadas las muestras de los tres microorganismos provenientes de la placa RODAC
mediante PCR, se pudo constatar que ninguna de ellas presenté amplificacion de la banda de
500 pb, correspondiente a un positivo para micoplasma (Figura 13). Sin embargo todas las
muestras amplificaron la banda del control interno, lo que indica que las muestras no
presentaron inhibicion de la reaccién de PCR. Estos resultados nos permiten afirmar que la
PCR utlizando este sets de primers es suficientemente especifica para micoplasma respecto a
otros contaminantes bacterianos tipicos, que suelen encontrarse en el ambiente de trabajo.

Para poder concluir que la PCR es totalmente especifica para micoplasma, seria conveniente
realizar el ensayo incluyendo muestras de bacterias estrechamente relacionadas con el género
Mollicutes. Este trabajo fue realizado por Whirth et al. para el mismo juego de primers que se
utilizé en este trabajo y los resultados fueron negativos para todas las muestras analizadas
dentro de las que se incluian las especies: E. coli, Clostridium perfringens, Saccharomyces
cerevisiae (3).
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Figura 13: Resultados de PCR para el ensayo de especificidad
realizado utilizando muestras provenientes de las 3 colonias (Col1,
Col2 y Col 3) provenientes de la placa RODAC. Carril 1: PM 100pb,
carriles 2, 4, y 6: muestras sin Cl, carriles 3,5,7: muestras con CI. CI:
control interno

4.1.3. Correlacion de resultados de la PCR puesta a punto en VBUY con la
metodologia de cultivo en placa

Luego de haber podido determinar que la PCR puesta a punto fue capaz determinar
correctamente el estatus de contaminacion de muestras virales y celulares de las que se sabia
si eran positivas o negativas, con una sensibilidad y especificidad aceptables, el siguiente paso
fue poder determinar si esta metodologia era capaz de mostrar resultados que pudiesen ser
correlacionables con los obtenidos por la metodologia de cultivo microbioldgico (CFR).

En primer lugar, se procedié a la puesta a punto del proceso de cultivo microbiolégico para el
crecimiento de micoplasma. Para ello fue necesario probar el medio de cultivo, los suplementos
y las condiciones de crecimiento 6ptimas tomando como base el protocolo descrito en la norma
estadunidense CFR. Si bien la literatura sugiere la utilizacién exclusiva de suero equino como
suplemento para el crecimiento de este organismo, en este trabajo se pudo demostrar que el
SFB cumple con los requerimientos para el crecimiento adecuado de micoplasma, algo que no
se encuentra reportado en la literatura. En este ensayo, se exige que se prueben la siembra
directa en placa con agar, y la siembra en caldo de enriquecimiento y luego pasajes al agar
cada 4 dias durante dos semanas en anaerobiosis (ver Figura 1, pag. 17); la lectura de placas
ha de realizarse a los 14 dias de la siembra de cada placa. Este procedimiento se debe aplicar
a la muestra a ensayar asi como a controles positivo y negativo.

Este protocolo contempla que si no hay crecimiento de colonias en la siembra directa a placa,
que puede ser debido a la poca carga de micoplasma en la muestra, el paso de cultivo previo
en caldo enriquezca la muestra y asi pueda verse crecimiento de colonias en las placas
realizadas posteriormente, evitando asi falsos negativos.

Entonces, para la puesta a punto, se utilizé la misma muestra viral positiva V1 utilizada para la
PCR, y posteriormente se incluyeron otras muestras provenientes del conjunto de muestras
ensayadas por la PCR (3.1.2, pag. 26). Los resultados indicaron que no fue necesario el paso
de enriguecimiento en caldo de cultivo para esta muestra analizada, ya que en todos los casos
se pudieron observar colonias en las placas a partir de los 7-15 dias post-sembrado. Dado que
el tiempo de espera es considerablemente largo para poder decir si una muestra es negativa -
al menos treinta dias- la exclusidon de ese paso acortd el ensayo en al menos siete dias. De
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encontrar resultados no concordantes con la PCR se propone implementar el paso de
crecimiento en caldo antes de realizar el cultivo en placa.

Hubiera sido deseable poder adquirir cepas de referencia para diferentes especies de
micoplasma, al menos de aquéllas que aparecen como contaminantes mas frecuentes para
utilizar como control positivo, y asi asegurar que la metodologia desarrollada es capaz de
permitir su correcto crecimiento y por tanto su deteccién. El poder contar con estas cepas
hubiese sido ideal para el desarrollo de controles positivo, no sélo para el método
microbiolégico sino también para la PCR.

Finalmente se procedié a redactar un POE para la deteccién de micoplasma mediante cultivo
microbiolégico con su respectivo registro, ambos disponibles para su uso dentro de VBUY.

Para el estudio de la correlacién entre ambas técnicas, se selecciond un total de 13 muestras,
para las que ya se contaba con el resultado de PCR (ver Tabla 10). Con esta seleccion se traté
de abarcar la mayor diversidad posible de muestras negativas y positivas, muestras celulares o
virales, diferentes origenes (bovino, canino, etc).

Como primer paso, se tomé 200 uL de cada muestra y se los sembré en una placa conteniendo
el medio de cultivo para micoplasma, incubandolas posteriormente en una camara de
anaerobiosis a 37 °C durante tres semanas. Finalizado el tiempo de incubacién, se observaron
las placas bajo microscopio y en caso de detectarse colonias tipicas de micoplasma (Figura
14), se procedid al recuento total de las colonias en cada una de ellas (ver Figura 14).
Asimismo, se incluy6 en el ensayo un control negativo (agua) y un control positivo (V1).

Figura 14: Microscopia Optica de
colonia de Mycoplasma, tomada
durante el desarrollo de la tesis,
que presenta la tipica forma de
“huevo frito” (40X), al lado de ésta
se pueden ver burbujas en el agar
del medio de cultivo.
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Tabla 10: Resultados del cultivo microbiolégico de diferentes muestras comparado con el
obtenido por PCR como parte de la validacién de esta ultima. (V: cultivo viral, C: cultivo celular).
En negrita se destaca el Unico resultado encontrado no concordante.

Muestra Resultado PCR Resultado microbiolégico Numero de colonias
\k Positivo Positivo 32
V2 Negativo Negativo 0
V3 Positivo Positivo 39
V4 Positivo Positivo 40
V5 Positivo Positivo 27
V6 Negativo Negativo 0
V7 Positivo Positivo 30
V8 Positivo Positivo 25
V9 Negativo Negativo 0
V10 Positivo Positivo 38
V13 Negativo Positivo 32
Cl Negativo Negativo 0
Cc2 Positivo Positivo 36

Como se muestra en la Tabla 10, a partir de 13 muestras analizadas, 4/13 fueron resultados
negativos por ambas metodologias (31 %) y 8/13 fueron resultados positivos por ambas
metodologias (62 %); obteniéndose un porcentaje total de aciertos de 93%. Comparando este
resultado con el de Uphoff (18) que es de 92 % vemos que nuestro ensayo tiene una muy
buena exactitud. Por otro lado, 1/13 muestras dio un resultado negativo por PCR pero positivo
por ensayo microbiolégico (7 %). Sin embargo no se estuvo ante ninguin caso de PCR positiva
y cultivo microbiolégico negativo. El Unico caso no concordante podria ser debido a que no se
esta observando una especie de Mycoplasma spp. en la placa, sino otro género dentro de la
clase de Mollicutes, los cuales crecen de forma similar que Mycoplasma en las placas pero no
logran ser amplificados por la PCR desarrollada por Uphoff (3).

Se obtuvo una buena correlacién entre ambos métodos, siendo el coeficiente de Pearson ¢=
0.84 mientras que la correlacion obtenida en el trabajo de Uphoff et al. es de 0.74 (18), la
diferencia entre ambos valores puede ser debida principalmente al nUmero mayor de muestras
que se procesaron en el trabajo del grupo de Uphoff, de casi 500 frente a las 13 de este
trabajo. Sin embargo, el valor obtenido en este trabajo muestra que ambos métodos tienen un
alto grado de asociacion y podria reemplazarse uno por el otro con buenos resultados. El valor
predictivo positivo en este trabajo y en el de Uphoff et al. dan 100 % y 70 % respectivamente, y
el predictivo negativo da 89% y 98 % respectivamente. La diferencia entre los valores puede
atribuirse nuevamente a la poca cantidad de muestras procesadas. Es por esto que seria
conveniente poder analizar un mayor nimero de muestras por ambas metodologias. El hecho
de que la técnica microbioldgica implique una incubacion durante casi un mes de las placas,
sumado a la lectura engorrosa de las placas para poder detectar colonias de micoplasma, fue
lo que impidié poder sumar mas muestras en el contexto de esta tesis.

Los resultados obtenidos en esta tesis son respaldados por toda la informacion disponible en la
bibliografia (2, 3, 4, 17, 18, 20, 29), la que recomienda el reemplazo de la metodologia actual
por el método de PCR para deteccion de micoplasma. Este es un método mas econémico,
significativamente mas rapido y méas sencillo que el método microbiol6gico. Sin embargo seria
ideal seguir analizando sistematicamente muestras futuras por ambas metodologias para
continuar enriqueciendo la correlacion, y poder contar con un valor de correlaciéon estadistica
mas potente que sirva frente a la validacion del ensayo dentro de VBUY.
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4.2. ldentificacion de especies contaminantes de micoplasma
4.2.1. Andlisis previos

Uno de los objetivos de este trabajo consistié en identificar la especie de micoplasma presentes
en muestras contaminadas positivas por PCR. El hecho de poder ser capaces de detectar la
especie del microorganismo puede dar indicios sobre el origen de la fuente de contaminacion
de manera de poder tomar medidas correctivas o preventivas.

La PCR utilizada en esta tesis amplifica un fragmento del gen ribosomal 16S de micoplasma,
que es muy conservado (12). La pregunta entonces fue si a partir del fragmento amplificado por
PCR de este gen era posible encontrar diferencias en las secuencias que permitiesen
identificar la especie de origen de la contaminacion. Para contestar esta pregunta, se realizd
una busqueda de secuencias de ADN del gen ribosomal 16S de micoplasma en la base de
datos del NCBI. Se descargaron 11.657 secuencias, a las que se les realizé un depuramiento
de secuencias redundantes mediante cd-hit (PDI threshold 0.9); obteniendo un total de 312
secuencias no redundantes. A partir de éstas, se realiz6 un alineamiento multiple con el
programa MSA Clustal Omega para determinar y estudiar con mayor detalle las regiones
altamente conservadas y, en caso de existir, la o las regiones variables. Se estudiaron las
diferentes regiones mediante el programa Jalview.

De las 312 secuencias depuradas, la mayoria tenian un tamafio aproximado de 1.500 pb,
acorde a lo reportado en la bibliografia (47), no todas las secuencias con las que se trabajé
eran completas pero se continud el analisis de igual forma con las 312 ya que aln podrian
contar con la region que amplifican los primers. Fue importante asegurarse que dentro de todas
las secuencias encontradas estuvieran representadas las especies M. fermentans, M.
hyorhinis, M. orale, M. arginini, A. laidlawii y M. hominis, ya que son las que infectan cultivos
celulares con mayor frecuencia y por lo tanto las que posiblemente se esperaba encontrar en
nuestras muestras (18).

En la Figura 15, se muestran los alineamientos de secuencia de las especies mas comunes
donde se pudo observar dos regiones altamente conservadas cercanas a los 500 pb y 1000 pb.
Estas regiones fueron justamente las utilizadas para el disefio de los primers Forward y
Reverse, respectivamente.

M. fermentans
M. hyorhinis
M.orale

M. arginini
A.loidlawii
M. hominis

Primer forward

Primer reverse

Figura 15: Alineamiento parcial de las secuencias del gen rARN 16S rARN de M. fermentans, M.
hyorhinis, M. orale), M. arginini, A. laidlawii y M. hominis realizado mediante el MSA Clustal Omega
visualizado en Jalview (color azul oscuro mas de 80 % de identidad, color azul entre 80 y 60 % de
identidad, color celeste entre 40 y 60 % de identidad). Se muestra el alineamiento a partir de la base 530
hasta la 1030 correspondientes a la secuencia de 500 pb amplificada por la PCR. En amarillo se
sefialaron las regiones donde hibridan los primers. Los recuadros negros muestran las regiones
hipervariables dentro del amplicén.

Por otro lado, mediante la herramienta PrimerBLAST se delimité dentro del alineamiento, la
region amplificada por los primers de la PCR. A partir de esta region y utilizando las 312
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secuencias con las que se estaba trabajando, se realizé un estudio bioinformatico en Linux
para identificar grupos o clusters de especies de micoplasma que presentasen un 98 % de
identidad entre sus secuencias, obteniéndose un total de 91 clusters.

Al estudiar con mayor detalle los clusters, se pudo observar en primer lugar que estos
agrupaban secuencias redundantes de la misma especie. Por otro lado, las seis especies mas
comunes contaminantes de cultivos se pudieron separar perfectamente en clusters diferentes
(ver Figura 16). Estos resultados indican que frente a una secuencia desconocida proveniente
del producto de PCR, las diferencias de secuencia del amplicon permitirian identificar la
especie de micoplasma contaminante, o al menos clasificarla en alguno de los 91 clusters
generados.

>Cluster 2
0 520aa, >AB353273.1... * <:::J"1”ﬂ=

>Cluster 4

0 520aa, >AP014657.1... *
1 520aa, >EU859975.1... at 98.65%

2  520aa, >LC158832.1... at 99.42% 1:::Jn1wmmm
3 520aa, >NR 024979.1... at 98.46%

4 520aa, >NR _029183.1... at 98.27%

>Cluster 10

0 518aa, >EU644475.1... at 98.46%

1  520aa, >GU9%05028.1... *

2 520aa, >NR 024978.1... at 98.27% ‘:::3”4”“”“
3 518aa, >Subject 1... at 98.46%

4 518aa, >Subject 2... at 98.46%

>Cluster 19

0 519aa, >M24659.1... * <:::Jntwﬂe

>Cluster 27

0 518aa, >CP002458.1... *

1 518aa, >FJ226565.1... at 99.81% <<::Jnmkmmﬁmﬁ
2 518aa, >NR 044666.2... at 99.42%

>Cluster 28

0 518aa, >CP002669.1... * <= M. hyorkinis
1 518aa, >CP003914.1... at 99.23%

Figura 16: Clusters generados a partir de la secuencia
gue amplifican los primers de la PCR para las especies
de micoplasma que aparecen con mayor frecuencia
como contaminantes dentro de un laboratorio.

4.2.2. Secuenciacion de productos de PCR positivos para contaminacion

Se enviaron a secuenciar siete muestras positivas obtenidas mediante PCR a la empresa
Macrogen Inc. (ver Tabla 11).

Estas secuencias se analizaron mediante la herramienta Nucleotide Blast y se compararon con
las secuencias de entrenamiento utilizadas en la seccion 4.2.1.

Tabla 11: Resultados de Nucleotide Blast para muestras positivas de PCR. ND: no se pudo
determinar

Cédigo de  Tipo de Origen de Procedencia Porcentaje

muestra Resultado de

muestra  muestra : :

identidad

C3 Celular Hamster VBUY M. arginini 99 %

C6 Celular Humano ORT M. hyorhinis 99 %

V1 Viral Bovino VBUY M. arginini 99 %

V4 Viral Bovino VBUY M. arginini 99 %

V7 Viral Bovino VBUY M. arginini 99 %

V8 Viral Bovino VBUY M. arginini 99 %
V14 Viral Canino VBUY = - ND
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Como se detalla en la Tabla 11, de las siete muestras que se enviaron a secuenciar:

e En las cuatro muestras provenientes de suspensiones virales de origen bovino (V1, V4,
V7, V8) se pudo identificar la presencia de M. arginini como contaminante. Esta
especie se encuentra normalmente en bovinos (6), por lo que se sospecha que la
contaminacién pudo provenir del aislamiento o ser introducida durante su cultivo en el
laboratorio a través de suplementos tales como el SFB.

e Una muestra celular de origen de hamster (C3) presenté contaminacion con M. arginini,
lo que puede deberse, como se dijo anteriormente, a los sucesivos pasajes realizados
con SFB como suplemento del medio del cultivo o por contaminacion cruzada dentro
del laboratorio, debido a la manipulacién de otras lineas contaminadas con este
Mycoplasma (22).

e Una muestra celular de origen humano (C6) presentd contaminacion con M. hyorhinis.
Esta especie se encuentra normalmente en suinos (6) por lo cual esta contaminacion
puede haberse introducido en la tripsina que se utiliza para desadherir la monocapa
celular para realizar los subcultivos. No se cuenta con informacion extra sobre qué
otras lineas celulares se manejan en el Laboratorio de Biotecnologia de Universidad
ORT, por lo que esta contaminacién podria ser por el origen de otras lineas celulares.

e Una muestra viral de origen canino no presentd homologia con ninguna de las
secuencias reportadas en la base de datos. Analizando en mayor detalle dicha
secuencia, se pudo observar que la misma presenta una extension de 1000 pb frente a
las 500 pb que se obtienen normalmente y se observan doble picos en el
cromatograma de secuenciacion. Si bien la presencia de doble picos podria dar indicios
de estar frente a una muestra con dos contaminantes diferentes de Mycoplasma, la
mayor longitud de la secuencia hace pensar que la muestra se pudo haber
contaminado con el control interno de la PCR. Para confirmar esto, se debera volver a
realizar la PCR.

Ambas especies identificadas a través de este andlisis —M. hyorhinis y M. arginini- se
encuentran dentro de las seis especies mas cominmente detectadas como contaminantes en
cultivos celulares (18). No se encontr6 ninguna especie de origen humano en las
contaminaciones, por mas que sea una de las principales causa de contaminacién. Este
resultado muestra que, la implementacién de buenas practicas para el manejo de cultivos
celulares. Como ser la correcta vestimenta de los operarios brinda buenos resultados en
cuanto a la prevencidn de contaminaciones por micoplasma provenientes de la manipulacién.

Dentro del laboratorio de VBUY, todas las muestras analizadas presentaron la misma
contaminacion. Esto puede dar como indicio de que la introduccion inicial de una linea celular o
cepa viral contaminada fue la causante de la diseminacion por el resto de los cultivos (22). Para
confirmar este resultado, se deberia realizar la secuenciacion, del resto de las muestras que
presentaron resultados positivos.

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede confirmar nuevamente la importancia de:

e Utilizar materias primas de origen animal tales como sueros vy tripsina, con certificado
de andlisis del fabricante de libre de micoplasma. En caso de no especificarlo, se
deberan realizar las pruebas correspondientes para confirmarlo antes de poder
aprobarlas para su uso en el laboratorio. En cuanto a este aspecto, en esta tesis se
pudo poner a punto un procedimiento para poder analizar por PCR dicho tipo de
muestras.
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e Poner en cuarentena y realizar controles de deteccién de micoplasmas a las lineas
celulares o cepas virales nuevas, de forma que se pueda evitar la introduccion de una
contaminacion capaz de propagarse a otros cultivos. Sobre este otro aspecto, en este
trabajo se puso a punto un procedimiento para poder analizar por PCR dicho tipo de
muestras.

e Realizar controles de rutina para detectar micoplasma en los cultivos con los que se
trabaja habitualmente, con el fin de poder prevenir contaminaciones por mal manejo de
los mismos. De las muestras analizadas en este trabajo, no se estuvo en frente a un
caso de esta categoria.

¢ Realizar la limpieza de las camaras de flujo laminar y superficies del laboratorio de
cultivo con productos que efectivamente controlen la contaminaciéon por micoplasmas
(sobre esto se discutird en la seccién 4.5).

4.3. Descontaminacién de micoplasma de sobrenadante viral
4.3.1. Puesta a punto de un protocolo de descontaminacion

Por cuestiones de confidencialidad se eliminaron partes de esta seccién

Uno de los objetivos cruciales de esta tesis fue poner a punto un protocolo para la
descontaminacion de micoplasma de sobrenadantes virales. Si bien frente a una contaminacién
por micoplasma, lo recomendable es la eliminacion del cultivo, muchas veces se tienen cepas
que por su interés o por su origen resultan irremplazables (ej. aislamientos no comerciales), y
por lo tanto se hace dificil la decision de eliminarlas pero a su vez es imposible su uso para el
desarrollo de productos industriales. Por otro lado, existen casos de cepas comerciales que
estdn contaminadas con micoplasma o0 que provienen de pasos posteriores de
descontaminacion; tal es el caso de ATCC, que ahora informa en su pagina sobre cepas que
son positivas para el test de micoplasma.

Si bien para la eliminacién de la contaminacion de cultivos celulares existe una vasta
bibliografia (8, 9, 16), e incluso servicios tercerizados de descontaminacion (Clean cells), para
la descontaminacion de cepas virales existe muy poca informacion disponible (23, 26). Por lo
tanto nos parecié importante trabajar en el desarrollo y puesta a punto de una metodologia
para descontaminar sobrenadantes virales, para asi poder recuperar cepas pertenecientes a la
coleccién de VBUY que resulten interesantes para incluir en nuevos productos.

Para la puesta a punto, se trabajé con una muestra de sobrenadante viral de rotavirus bovino
(RVB-1), siendo esta la misma muestra que se utiliz6 como control positivo en la PCR (seccion
4.1) y el cultivo microbiolégico (seccién 4.2), a la que se le habia asignado el cédigo V1.

Una de las lineas celulares susceptibles a la infeccién por rotavirus es la MA104. Como
contdbamos con ellas en la coleccion de lineas celulares de VBUY se eligieron para propagar
el RVB-1.

4.3.1.1. Evaluacién de la toxicidad de antibiético en MA104

Por cuestiones de confidencialidad se eliminé el contenido de esta seccién.
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4.3.1.2. Puesta a punto de la descontaminacion de micoplasma de
sobrenadante viral

Por cuestiones de confidencialidad se eliminé el contenido de esta seccién.

4.3.2. Repeticién del protocolo de desinfeccién puesto a punto

Por cuestiones de confidencialidad el contenido de esta seccidn fue eliminado.

4.3.3. Generacién de un MVB y un WVB para RVB-2

Para poder almacenar y utilizar de manera adecuada la nueva cepa descontaminada en futuros
ensayos de desarrollo, se procedid a la realizacion de un banco maestro (MVB) y a partir de
éste un banco de trabajo (WVB). Para no partir de un cultivo con antibiético, se utilizé el primer
pasaje libre de antibiético (RVB-2 — PV1.1) como punto de partida para infectar una botella T-
75 cmZ. Esto permitié la generacién de 20 crioviales de 2 mL cada uno para el MVB que fueron
almacenados en nitrogeno liquido (-180°C). A partir de un criovial de MVB, se procedio al
escalado de igual manera que lo detallado en la seccién 3.8.2 para la creacién del WVB. Se
obtuvo un total de cinco frascos de 200 mL que fueron almacenados a -20 °C y luego a -80 °C,
como se indicé en la seccion 3.8.3. Ambos bancos fueron controlados en cuanto a la
esterilidad, titulo viral y contaminacion por micoplasma. Los resultados obtenidos fueron
satisfactorios, obteniéndose un titulo viral de 109, el cual es un titulo adecuado para las futuras
aplicaciones del banco.

4.4. Estudio de contaminacidn en bioterio

Las infecciones por Mycoplasma pueden generar serios problemas en las colonias de roedores
de los bioterios. Se han aislado numerosas especies presentes en roedores, pero la mas
comun y la que genera sintomas en la mayoria de los casos es M. pulmonis. Los sitios tipicos
donde se encuentra colonizando son los oidos, pulmones y el tracto respiratorio superior (naso-
faringeo). Ademas de los sintomas respiratorios y otras complicaciones tipicas, que muchas
veces pueden pasar desapercibidas, la infeccion por Mycoplasma puede mediar la respuesta
inmune. Por estos motivos, la infeccién por Mycoplasma puede ver comprometida la validez
cientifica de los experimentos realizados con animales infectados. La vigilancia de las colonias
de roedores se realiza principalmente por serologia (ELISA o IF). Sin embargo, los animales
pueden estar infectados, incluso por meses, sin el desarrollo de anticuerpos; por lo que la
inclusién de otras técnicas alternativas como el cultivo microbiolégico o la PCR suele ser de
utilidad (28).

Los ratones cepa CD-1 utilizados por VBUY provienen de la DILAVE-MGAP. Estos animales
son entregados con un certificado SPF, donde uno de los controles hace referencia
especificamente a que se encuentran libres de Mycoplasma (ensayo serolégico). Una vez
dentro del bioterio, los animales son alojados y criados como animales convencionales; donde
no existen barreras suficientes para asegurar que los mismos contindian de calidad SPF.

Por este motivo, nos parecié interesante y muy importante probar si la PCR puesta a punto en
esta tesis puede aplicarse como control interno para monitorear el estado sanitario respecto a
Mycoplasma de la colonia alojada dentro de VBUY.

Como paso previo al estudio de la contaminacion en animales de bioterios, se realizé un
analisis bioinformético para comprobar que los primers utilizados en la reaccién de PCR
amplificaban correctamente M. pulmonis; la literatura muestra a los primers Forward como
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capaces de reconocer varias especies dentro del género Mycoplasma, pero no asi los Reverse
(16).

Este analisis se realiz6 descargando la secuencia completa del rADN 16S de M. pulmonis, y
luego se utiliz6 la herramienta PrimerBlast para ver si los primers lograban amplificar el
fragmento a partir de la secuencia de esta especie de Mycoplasma (Figura 20).

>AL445565.1 Mycoplasma pulmonis (strain UAB CTIP) complete genome; segment 3/3

product length = 517

Forward primer 1 CACCTGAGTAGTATGCTCGC 2@
Template 165440  vuiiiiii i 165421
Reverse primer 1 GCGGTGTGTACAAGACCCGA 20
Template 164924 .. i 164943

Figura 20: Resultados de PrimerBlast para el gen del rRNA 16S de M. pulmonis. De existir diferencias
entre las secuencias de los primers y la secuencia de M. pulmonis (Template), los missmatches se
sefialarin dentro de Template. Los primers se muestran como 5’-3’ para el primer Forward (3.2 Tabla 8) y
3'-5’ para el Reverse (Primer Reverse 2 Tabla 8). Puede apreciarse que no hay missmatches y que por lo
tanto se puede esperar que este par amplifique la secuencia para M. pulmonis.

Ambos primers presentan 100 % de identidad con la secuencia del gen del rARN16S de M.
pulmonis (Figura 20). Este resultado era esperable para el primer Forward, ya que la
bibliografia lo marcaba como un primer que fue disefiado especificamente para poder detectar
esta especie pero no se conocia con anticipacion que iba a suceder con el primer Reverse (16).
El producto de esta PCR generaria un fragmento de 517 pb que se corresponde con lo
esperado para otras especies.

A continuacion, se procedié a realizar un lavado pulmonar de los diferentes ratones
seleccionados (Figura 23). Se procesé un total de nueve ratones machos y hembras, siete de
los cuales se encontraban alojados hacia un mes dentro de las instalaciones del bioterio de
VBUY (identificados como R3-R9) y dos ratones control que no tuvieron contacto previo con los
animales alojados en VBUY (identificados como R1 y R2).
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Figura 23: Inyeccion de suero fisioldgico en la cavidad pulmonar de
un ratén para la realizacion del lavado pulmonar (imagen tomada
en el transcurso de esta tesis).

Como se observa en la Figura 24, en todos los resultados de los lavados pulmonares se logré
amplificar el control interno y no se encontrd ninglin caso en el cual se amplificara la banda de
500 pb correspondiente a un resultado positivo. La amplificacion del control interno muestra
que el protocolo puesto a punto para el tratamiento de muestras provenientes de cultivo celular,
también pudo aplicarse para muestras de lavado pulmonar de ratones ya que no se evidencié
en ningun caso inhibicién de la PCR.

C+ R1 R2 R3 R4 R5 R6 _R7 R8 RS
I NN SN S SN SN S S S —

-+ -+ - 4+ - 4+ -+ = 4= o+ - o+ -+ -+

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 1617 18 19 2021 22 23

1500 pb
1000 pb :; 5
500 pb—d |
z

|

Figura 24: Resultados de PCR de lavados pulmonares realizados a ratones de laboratorio. Carril 1: PM
ladder de 100pb, 2: blanco de reaccion (agua), 3: Control Interno (Cl), 4: control positivo (C+: ADN de
extraccion viral- V1), 5: V1+ Cl. Los carriles marcados con “+” indican que las muestran poseen Cl. R1y
R2: ratones control (no alojados en VBUY), R2 a R9: ratones alojados durante un mes en el bioterio de
VBUY.

Si bien estos resultados negativos podrian llevar a concluir que los ratones analizados no
presentan M. pulmonis; es necesaria la inclusion de algunos controles adicionales para poder
afirmarlo con certeza.

e Un control positivo, que consista en el ADN genémico de la cepa de M. pulmonis, que
podria ser obtenida a partir de un aislamiento animal o comprada como cepa de
referencia. De esta forma se podria confirmar empiricamente, y no solo
bioinforméaticamente o a través de resultados de la literatura, que estos primers bajo las
condiciones empleadas en este trabajo son capaces de amplificar el fragmento del gen
rARN 16S de M. pulmonis (2, 16).

e Un control positivo del lavado pulmonar. Si bien el procedimiento fue realizado
siguiendo diferentes protocolos reportados en la literatura (26), habria que confirmar
que este procedimiento, en el caso de existir Mycoplasma colonizando los pulmones,
es capaz de extraerlos de estos O6rganos y detectarlos mediante la PCR. Para ello
habria que desarrollar un modelo de infeccién por Mycoplasma en ratones y proceder
luego con el lavado. Dado el potencial riesgo que implica la introduccién de una cepa
de Mycoplasma al area de cultivo microbioldgico, la complejidad del desarrollo de un
modelo de infeccion en ratones, y el peligro que implica la introduccion de animales
infectados a un area de alojamiento, se decidié no incursionar en la generacion de
estos controles. De todas formas, se esta buscando algun laboratorio de investigacion
que pueda proveernos al menos una muestra de ADN genémico de M. pulmonis.

4.5. Contaminacion ambiental

Por cuestiones de confidencialidad se eliminé todo el contenido de esta seccion.
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5. ANALISIS ECONOMICO

A lo largo de este trabajo fue posible desarrollar cuatro metodologias que, ademas de permitir
la independencia de la empresa frente a servicios externos, pueden generar un alto impacto
econdémico para VBUY.

1. Puesta a punto de un método de deteccién para micoplasma dentro de VBUY

El costo de una reaccién de PCR dentro de VBUY esta evaluado en un valor aproximado de
U$S 1 por reaccion, mientras que la tercerizacion de este servicio llega a U$S 22 por reaccion
(IPMont). La implementacion del método de manera interna permite independizarse de
servicios externos y poder contar con los resultados en un menor tiempo.

2. Desarrollo de un método de eliminacidén de contaminacién por micoplasma en cepas
virales dentro de VBUY

En cuanto al protocolo de desinfeccion, en la Tabla 17 se muestra un estimativo del costo del
mismo al ser realizado dentro de las instalaciones de la empresa para una cepa viral.

Tabla 17: Estimativo de costos para la desinfeccion de una cepa viral y con un operador con un
cargo de Analista.

Insumo Unidad Precio por Unidades Costo (U$S)
unidad (U$S) utilizadas
Botellas T-25 1 botella 1 32 32
Pipetas 10 mL 1 pipeta 0.3 40 12
Tips 200 pL con filtro 1 caja de 96 tips 7 1 7
Tips 20 pL con filtro 1 caja de 96 tips 7 1 7
Placa de 96 pocillos 1 placa 1 8 8
Antibidtico 10 uL 1 20 20
PCR 1 reaccion 1 8 8
Sueldo 1 hora 10 80 800

Total 894

Si bien para la eliminacion de micoplasma de cultivos celulares existen humerosos laboratorios
que brindan el servicio, para la desinfeccion de cepas virales no es tan extendido. Se encontré
una empresa en Francia, Clean Cells, que puede brindar este servicio, siempre y cuando se le
entregue el suero, el medio de cultivo y la tripsina a utilizar, razén por la cual estos no fueron
cotizados en el estimativo de costos. Clean Cells propone desinfectar una cepa de viral por el
costo de U$S 8.300. A este precio hay que agregar la inversion que VBUY debe hacer en
recursos humanos para el seguimiento de todo el proceso. Por otro lado, también tiene la
desventaja de que se le deben proporcionar las células susceptibles al virus y los protocolos de
cultivo celular y de infeccion viral (know-how). En la Tabla 18, se puede observar que el
proceso de desinfeccidn puesto a punto en esta tesis es casi diez veces mas econdémico que el
de Clean Cells.

Tabla 18: comparacién de costos para la desinfeccién de una cepa viral de micoplasma

Interno CleancCells
| U$S 894 8.300
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3. Monitoreo ambiental de micoplasma dentro de VBUY

Se logr6é demostrar que el procedimiento de desinfeccion que se utiliza en las areas industriales
es efectivo contra micoplasma (accion correctiva). Esto, unido al hecho de que se pudo poner a
punto el cultivo microbiolégico como forma de control y monitoreo ambiental (accion
preventiva), implica un resultado de gran valor para la empresa.

4. Monitoreo de la colonia de ratones del bioterio de VBUY

Por otra parte se estuvo trabajando en la puesta a punto de una PCR para la deteccion de
contaminaciones en liquidos pulmonares de ratones. Esto permitiria tener un estricto control
sobre los mismos, el cual es de suma importancia ya que, una contaminacion de los animales
utilizados en el bioterio puede causar resultados erréneos. Debido a que los animales son
utilizados para el control de los productos biol6gicos, la presencia de Mycoplasma en la colonia
de ratones puede traer consecuencias graves e indeseadas.
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6. CONCLUSIONES

Se logré poner a punto dentro de VBUY un ensayo de PCR para la deteccion de micoplasma
basado en el descrito por Uphoff (17). Para este ensayo se puso a punto el tipo de
procesamiento que requieren las muestras segin su origen para la extraccién de ADN. Se
redacté un POE para uso interno a la empresa, con su registro, para la deteccion de
micoplasma por PCR vy el correspondiente tratamiento de muestras.

Se puso a punto el cultivo microbiolégico para micoplasma basado en lo descrito en el 9 CFR
§113.28. Para este ensayo se redactd un POE con su correspondiente registro para uso interno
de la empresa. Este protocolo tiene valor agregado de poder ser usado como parte de
controles ambientales de rutina para micoplasma (accién preventiva).

Se realizd una aproximacion a la validacion de la PCR. Los ensayos muestran un LOD que es
menor a 0.4 pg de ADN. Se analizaron 16 muestras (la mayoria cultivos virales) que mostraron
resultados concordantes con los hallados por el servicio de la Unidad de Biologia Celular del
IPMont. Se procesaron un total de 13 muestras por PCR vy cultivo microbiol4gico; los resultados
obtenidos por PCR mostraron un porcentaje de acierto de 93 % respecto al cultivo (coeficiente
¢ de Pearson= 0.84), y un valor predictivo positivo y negativo de 100 % y 89 %,
respectivamente.

Mediante la secuenciacion del producto de PCR de muestras positivas y un posterior andlisis
bioinformatico, se logro identificar las especies de Mycoplasma contaminantes. Estas fueron M.
arginini (bovina) y M. hyorhinis (suina), ambas reportadas en la literatura como contaminantes
frecuentes en laboratorios de cultivo celular. EI no haber encontrado cepas de origen humano
marca la importancia de la implementacién de buenas practicas al momento de trabajar.

Se realizaron PCRs para el monitoreo de colonias de ratones del bioterio de VBUY las cuales
otorgaron resultados negativo. Sin embargo la falta de inclusién de controles internos, no
permite afirmar con total seguridad que los resultados obtenidos demuestran la ausencia de
Mycoplasma en los animales.

Se desarrollé y se puso a punto un protocolo de descontaminacion de micoplasma para cultivos
virales que mostré resultados satisfactorios para al menos dos cepas de RVB. Para este
ensayo se redacté un POE para uso interno de la empresa.

Finalmente, los protocolos de PCR y de descontaminacién de cepas virales puestos a punto en
este trabajo resultan econémicamente rentables frente a los servicios ofrecidos por empresas
tercerizadas. Esto genera por un lado un impacto econémico positivo, ademas de la
independencia de los servicios tercerizados. Estas herramientas tienen por otro lado, el valor
agregado de poder usarse como accion preventiva para monitoreo de cepas (PCR) y accién
correctiva frente a una eventual contaminacion (desinfeccion).
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