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A ocorréncia de Mycoplasma spp como contami-
nante de cultivos celulares nos laboratorios de cultivo ce-
lular da Escola de Veterinaria da UFMG e do Laboratdrio
Nacional Agropecudrio de Minas Gerais foi estabelecida
através da implementacdo de um protocolo rapido de ex-
tracdo de DNA e pela utilizacdo da PCR. Avaliaram-se a
sensibilidade e especificidade da PCR. Realizou-se pesqui-

RESUMO

sa de DNA de Mycoplasmas em 83 amostras de linhagens
celulares e encontraram-se linhagens infectadas nos dois
laboratorios avaliados. A qualidade do DNA extraido foi
verificada utilizando-se a PCR para o gene da beta-actina.
A pesquisa de Mycoplasmas por PCR mostrou-se rapida,
sensivel e especifica.
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ABSTRACT

APPLICATION OF POLIMERASE CHAIN REACTION FOR DETECTION OF Mycoplasma spp IN THE ROUTINE
OF CELL CULTURES

The occurrence of Mycoplasma spp as contaminant
of cell cultures in cell culture laboratories of the Escola
de Veterinaria da UFMG and of the Laboratorio Nacional
Agropecudrio de Minas Gerais was obtained by the use of
a fast DNA extraction protocol and by the use of PCR. The
PCR sensitivity and specificity were evaluated. The search

for Mycoplasmas DNA was done in 83 cell lines samples.
We found infected cell lines in both laboratories. The qua-
lity of extracted DNA was verified using a beta-actin gene
PCR. The Mycoplasmas’s PCR showed to be fast, sensitive
and specific.

KEY WORDS: Beta-actin, cell, culture, Mycoplasma spp, PCR.

INTRODUCAO

O termo cultivo celular ¢ utilizado para
determinar o conjunto de técnicas que permi-
te a manipulagdo e a manuteng¢do de células in
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vitro, preservando a0 maximo suas caracteris-
ticas fisiologicas, bioquimicas e genéticas. A
utilizagdo dessa técnica possui grande aplica-
bilidade na virologia, através do seu uso em
métodos de diagnostico, producdo de proteinas
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recombinantes, manuten¢do de cepas virais
etc.

Cultivos celulares podem ser contaminados
por diversas espécies do género Mycoplasma. A
contaminag¢do ocorre diretamente através da ma-
nipulacdo pelo pessoal técnico ou pela formagao
de aerossodis durante o processo de tripsinizagdo
em repiques celulares (CHENG et al., 2007) ou
indiretamente por reagentes utilizados nos meios
de manutencdo como o soro fetal bovino. As es-
pécies comumente transmitidas por meio de rea-
gentes dos meios de cultivo celular sdo Myco-
plasma arginini e Mycoplasma hyorhinis, ja as
contaminagdes oriundas dos manipuladores sao
normalmente associados com Mycoplasma ora-
le e Mycoplasma fermentans. As contaminagdes
que ocorrem através de permutas de linhagens
celulares entre laboratérios sdo freqiientemen-
te relacionadas com M. hyorhinis (STACEY &
DOYLE, 1997; KONG et al., 2001).

Contaminagdes por Mycoplasma spp po-
dem causar alteracOes nas células infectadas,
como mudangas nas caracteristicas da replicacao
e crescimento celular, na composicdo e estrutu-
ra da membrana plasmatica (McGARRITY &
KOTANI, 1985). Elas implicam a inutiliza¢do de
uma linhagem celular infectada, pois tais mudan-
cas podem interferir com as caracteristicas mor-
fologicas e fisioldgicas das células, assim como
impedir ou dificultar o ciclo de infec¢do e/ou re-
plicagdo de um determinado virus nesses cultivos
infectados. Além disso, tais contaminagdes po-
dem tornar experimentos e produtos bioldgicos
inviaveis (KONG et al., 2001).

A técnica de cultivo celular é uma ferra-
menta fundamental nas técnicas virologicas. Por
essa razado, tornam-se, assim, indispensaveis a
manipulacdo adequada de tais cultivos, o con-
trole de soros, tripsina e componentes dos meios
utilizados, além da avaliagao periodica de linha-
gens celulares no que se refere a presenca de
Mycoplasma spp.

A detecgdo de espécies de Mycoplasma
como contaminante de cultivos celulares pode
ser realizada por métodos como o isolamento em
meio de cultura em anaecrobiose e classificacao
por testes bioquimicos, utilizacdo de corantes

fluorescentes de DNA para inferéncia de uma
possivel contaminagdo. Ainda também por téc-
nicas imunologicas ¢ moleculares (GARNER et
al., 2000).

A técnica da reacdo em cadeia da polimera-
se (PCR) — em cultivos celulares para a detecc¢ao
grupo-especifico do género Mycoplasma, a partir
da amplificacdo de um fragmento pertencente a
uma regido extremamente conservada entre todas
as espécies desse género — foi descrita por van
KUPPEVELD et al. (1994) como mais eficiente
que o isolamento em meios de cultura. Isso por-
que este teste ¢ mais demorado e menos sensivel
do que a PCR. Outros métodos de PCR sao utili-
zados, como a técnica de Nested-PCR, para iden-
tificagdo das espécies (KONG et al., 2007), o uso
de PCR/microarranjo (SUNG et al., 2006) e testes
bioquimicos, como o MycoAlert (MARIOTTI et
al., 2008). Tais testes, apesar de serem sensiveis e
eficientes, possuem como inconvenientes 0 risco
de contaminagdo, o prego, além da dependéncia
do uso de kits, respectivamente.

O objetivo deste trabalho foi descrever
uma metodologia simplificada de diagndstico
por PCR, para uso na rotina de detec¢do para
Mycoplasma spp, de maneira rapida e eficaz em
linhagens celulares. A finalidade ¢ monitorar ou
eliminar a presen¢a desse contaminante em cul-
tivos celulares.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente empregaram-se sete amostras
de linhagens celulares com resultados j& conheci-
dos de infecg¢ao por Mycoplasma spp. Essas amos-
tras foram avaliadas pelo método de coloragao de
DNA com Bisbenzamide Fluorochrome (OLSON
& BARILE, 1988), antes da avaliacao pela técnica
da PCR. Na PCR, testaram-se 83 partidas de con-
gelamento correspondentes a 29 linhagens celula-
res diferentes, provenientes dos Laboratérios de
Virologia Animal da Escola de Veterinaria da Uni-
versidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMQG)
e do Laboratorio Nacional Agropecuério (LANA-
GRO, MGQG) pertencente a rede de Laboratorios
Oficiais do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (Tabela 1).
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TABELA 1. Linhagens/partidas células testadas para
Mycoplasma spp

Linhagens
celulares
testadas

N° de partidas
infectadas
Mycoplasma spp

N° de partidas
testadas

EV- LANA- EV- LANA-
UFMG GROMG UFMG GRO MG

BHK,, 3
BT -
CrFK
C6/36
CcCs81
CHO-K1
ED
EPC
FEG
FLK
HCT-8
HELA
IBRS2
INT-407
KATO III
L1929
MA-104
MB
MDBK
MDCK
MSC
NA
PK15
P.X
RK13
SK6
ST
VERO
Y

1

Total de
partidas 36 47 8 8
infectadas

e e Y T e T e S S e S e e S e S e S NG I e
1 NN O
1 1
1 W

O = 1
1
1

W
1
1

_ = N = = N
B S
1 1
1 1

A PCR, descrita por van KUPPEVELD
et al. (1994), foi utilizada neste estudo com
algumas modificacdes. Para a extracdo do DNA,
empregou-se proteinase K na concentragdo
final de 60 pg/mL e incubada durante sessenta
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minutos a 60°C e posteriormente por dez minutos
a 95°C. Cada linhagem/partida celular testada
era oriunda de ampolas criopreservadas com a
concentragcdo de 2-5 x 10° células/mL. Com o
objetivo de diminuir o custo por reacdo com o0s
insumos, sem que ocorresse perda da eficacia da
PCR, procedeu-se a um teste de sensibilidade,
para comparar a eficiéncia da reagdo com um
volume total de 50 uL e 20 uL pela utiliza¢ao de
dilui¢des seriadas do DNA do controle positivo
(Mycoplasmabovigenitalium,Instituto Biologico,
SP). A avaliacdo da sensibilidade analitica foi
feita a partir das dilui¢des citadas. Obteve-se a
concentragdo do DNA por espectrofotometria.
Confirmou-se a especificidade do produto ampli-
ficado por seqlienciamento no seqiienciador ABI
3130 da Applied Biosystems.

As linhagens/partidas testadas foram sub-
metidas a técnica de PCR, para o gene normali-
zador da B-actina (MONIWA et al., 2005), utili-
zado como controle da eficiéncia do método de
extragdo de DNA — por ser um gene constitutivo
e estar presente em todas as células de animais —,
e para avaliagdo a presenca de possiveis inibido-
res da PCR.

Os produtos das PCRs foram resolvidos em
gel de agarose a 1,5% em tampdo TAE e corados
por brometo de etideo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na comparagdo entre o método de colora-
¢do de DNA e atécnica da PCR, nas sete amostras
avaliadas, observou-se uma total concordancia
entre esses dois métodos. Entretanto, a técnica da
PCR ¢ especifica e rapida.

A sensibilidade da PCR mostrou-se igual,
para os dois volumes de reagdo utilizados. Foi
possivel detectar o DNA do controle positivo até
na dilui¢do 1:300, o que correspondeu a um valor
de sensibilidade analitica de 0,33 ng de DNA.

A PCR para Mycoplasma spp apresen-
tou resultados positivos em dezesseis partidas
de células (de oito linhagens diferentes) (Tabe-
lal), amplificando fragmentos de 280 pares de
base (pb) (Figura 1). Os resultados deste estudo
corroboram os de TIMENETSKY et al. (2006),
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que utilizaram os mesmos iniciadores, mas com
método de extracdo, volume e concentragoes di-
ferentes para a reagao da PCR. Ao avaliarem a
presenca de Mycoplasmae em cultivos celulares
de quinze laboratorios situados no estado de Sao
Paul, os autores citados encontraram doze labo-
ratorios com cultivos celulares infectados.

Na PCR para B-actina, observou-se em
todas as linhagens um produto amplificado
correspondente a um fragmento de 130 pb, como
descrito por MONIWA et al. (2005). Entretanto,
nas linhagens das células BHK-21 (baby hamster
kidney) e CHO-K1 (chinese hamster ovary), além
do fragmento de 130 pb observado em todas
as linhagens, registrou-se um fragmento com
aproximadamente 350 pb (Figura 2).

O fragmento de aproximadamente 350 pb
foi seqiienciado e a seqiiéncia de nucleotideos i
submetida ao GenBank, recebendo o numero de
acesso EU044764. Comparando esta seqliéncia
com as seqiiéncias disponiveis através do Basic
Local Alignment Search Tool - BLAST (GERTZ

et al., 2006), houve uma elevada identidade com
seqiiéncias do gene da B-actina.

Os produtos da PCR do controle positivo
(M. bovigenitalium) e de uma linhagem celular
FLK infectada (fetal lamb kidney) foram seqlien-
ciados e as seqiiéncias de nucleotideos deposi-
tadas no GenBank recebendo, respectivamente,
os seguintes numeros de acesso EU044762 e
EU044763. Essas seqiiéncias foram submetidas
a busca no BLAST e apresentaram homologia,
respectivamente, com seqiiéncias de Mycoplas-
ma bovigenitalium e Mycoplasma hyorhinis.

A observacao de que trés amostras diag-
nosticadas como positivas para Mycoplasma spp
eram originadas de um mesmo laboratdrio refor-
ca a necessidade da avaliagdo de qualquer linha-
gem celular introduzida na rotina de um labora-
torio de cultivo celular. Somam-se a este cuidado
a avaliagdo de todos os reagentes empregados
em cultivos celulares, assim como o treinamento
adequado de manipuladores e técnicos envolvi-
dos.

FIGURA 1. Eletroforese em gel
de agarose 1,5 %. PCR para Myco-
plasma spp. TM= padrio de tama-
nho molecular 100 pb; C+= contro-
le positivo; C-= controle negativo;
canaletas 1-11= amostras negati-
vas; canaleta 12= amostra positiva
(Linhagem celular FLK).

FIGURA 2. Eletroforese em gel de
agarose 1,5 %. PCR para B-actina.
TM-=padrio de tamanho molecular
100 pb; C+= controle positivo; C-=
controle negativo; canaletas 1-2=
amostras positivas 130 pb (SK6);
canaletas 3-5= amostras positivas
350 pb (BHK-21); canaletas 6, 7,
9-12= amostras positivas 130pb
(C6/36, CC81, FEG, FLK, L929 ¢
MA104); canaleta 8= amostra posi-
tiva 130 pb ¢ 350 pb (CHO-K1).
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A produgdo de antigenos em cultivos celu-
lares contaminados com Mycoplasma spp pode-
ria propiciar a formagao de rea¢des cruzadas com
amostras de campo desse agente em técnicas soro-
logicas. Por isso, a necessidade de avaliacdo das
linhagens/partidas celulares também na produgao
de antigenos, mostrando-se como um controle de
qualidade fundamental no processo de fabricacao
de antigenos para exames soroldgicos. O monito-
ramento continuo de linhagens celulares pode dar
subsidios aos programas de controle de qualidade
implementados nos laboratorios de cultivo celular,
uma vez que indicaria, em caso de contaminagdes
repetidas, que as praticas e procedimentos labora-
toriais precisariam ser revistos.

CONCLUSAO

A metodologia adotada neste trabalho para
a deteccdo de contaminantes do género Myco-
plasma spp permitiu a sua utilizacdo de maneira
rapida e eficaz na rotina de monitoramento e in-
troducdo de linhagens/partidas celulares em la-
boratdrios que utilizam cultivos celulares.
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