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Introduccion

Los micoplasmas (M) son microorganismos cuyos tamanos varian entre
0.2 a 0.3 um, cercano al tamano de los poxvirus. Poseen el genoma
procariota mas pequeno, que en algunas especies llega a ser menor de
660 kb. A diferencia de la mayoria de las bacterias, el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, la sintesis de pared celular, la sintesis de purinas de
novo y el sistema transportador de electrones mediado por citocromo,
no son parte de su metabolismo, lo que los convierte en parasitos
celulares. Sin embargo la mayoria de las especies puede cultivarse in
vitro en medios bacteriolégicos enriquecidos con precursores de acidos
nucleicos, (aportado por el extracto de levadura), y colesterol (aportado
por el suplemento de suero) (Taylor-Robinson, 1994). Los micoplasmas
son pleomorficos (Doane, 1980) contienen solamente una membrana
celular y carecen de pared celular por lo que no son susceptibles a los

antibioticos B-lactamicos y no toman la coloracion de Gram. (fig 1)

Fig. 1: Microscopia electronica de M. hominis. Localizacion extracelular
en forma de un filamento alargado y ovoide (M). No hay pared celular.
(C) v (N): citoplasma y nucleo del cultivo celular. Magnificacion :
45000X. Extraido de Anderson et al, J. Bacteriol. 90 : 5 (1965)
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Filogenéticamente derivan de wun ancestro anaerdbico bacteriano
(clostridia). Taxonomicamente se encuentran dentro de la clase
Mollicutes (“piel blanda”). El término micoplasmas es el que se suele
utilizar para nombrar a todos los organismos de la clase Mollicutes que

contiene cuatro o6rdenes, cinco familias y ocho géneros (Tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion taxonomica de la clase Mollicutes

Orden I: Mycoplasmatales
Familia I: Mycoplamataceae
Género I: Mycoplasma ( aprox. 100 especies)

Género II: Ureaplasma

Orden II: Entomoplasmatales
Familia I: Entomoplasmataceae
Género I: Entomoplasma (S5 especies)
Género II: Mesoplasma (4 especies)
Familia II: Spiroplasmataceae

Género I: Spiroplasma (aprox. 11 especies)

Orden III: Acholeplasmatales
Familia I: Acholeplasmataceae

Género I: Acholeplasma (9 especies)

Orden IV: Anaeroplasmatales
Familia I: Anaeroplasmataceae
Género I: Anaeroplasma (4 especies)

Género II: Asteroleplasma (1 especie)
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Alrededor de 180 especies parasitan animales, insectos, plantas y al
hombre. (Dybving,1996; Razin, 1998). Pocas especies son
primariamente patégenas, aunque algunas son comensales, la mayoria

de ellas son oportunistas.

En humanos y animales, los micoplasmas colonizan las membranas
mucosas por lo que se encuentran en los tractos ororespiratorio y
genitourinario. Generalmente son especificos para cada hospedador,
pero hay algunas especies como Acholeplasma laidlawii que es ubicuo,
ya que se encuentra en distintas especies animales y en plantas. (Tully,
1979). Estos microorganismos también se hallan con frecuencia en
cultivos celulares y, considerando al cultivo celular como un sistema
viviente, la presencia de micoplasmas en este sistema debe ser
considerada una infeccion en vez de una contaminacion. (McGarrity,
1985).

Las fuentes de infeccion de los cultivos celulares por micoplasmas
pueden ser el suero animal utilizado como suplemento de los medios de
cultivo, lineas celulares o cultivos primarios infectados y el operador. El
suero bovino es la principal fuente de A. laidlawii y M. arginini, y con
menor frecuencia de M. bovis, A. axacantum y M. bovoculi. (Timenetsky,
1998) (Mc Garrity, 1985). También se puede encontrar M. hyorhinis, de
origen porcino, por contaminacion en los mataderos donde se extrae el
suero. El operador es una fuente de micoplasmas humanos,
principalmente M. orale, M. salivarium, y M. fermentans. (Timenetsky,
1998). Si no se implementan buenas practicas de laboratorio pueden
producirse infecciones. Si bien los micoplasmas no son de vida libre y
son mas labiles que las bacterias, los aerosoles generados pueden
contaminar la mesada de trabajo, los materiales y las manos del
operador. Dependiendo de la especie, pueden sobrevivir hasta siete dias
sobre una superficie. Las cabinas verticales de seguridad biologica son
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muy utiles cuando se utilizan apropiadamente, de lo contrario son los
lugares de diseminacion de micoplasmas en el laboratorio (Timenetsky,
1998). Cuando se comenzo a cultivar tejidos y células, se acostumbraba
a pipetear con la boca, aunque actualmente no se continua trabajando
de esa manera, las lineas celulares asi infectadas fueron y son fuente de
diseminacion de micoplasmas de origen humano. Los tejidos de los que
se parte para establecer los cultivos primarios también pueden estar
contaminados (Girardi, 1965), por ejemplo, Micoplasma pirum se detecto
por primera vez en un cultivo primario de células humanas (Del
Guiudice, 1985). La manipulacion de diferentes cultivos al mismo
tiempo puede inducir la contaminacion entre lineas celulares y la
diseminacion de micoplasmas de las células infectadas a las no
infectadas. Con mucho menor frecuencia se pueden detectar otras
especies como Ureaplasma urealiticum, M. hominis, M. penetrans, M.
faucium , M. lipophilumy M. buccale de origen humano, M. artritidis y M.
pulmonis de origen murino, M. gallinarum y M. gallisepticum

provenientes de aves y M. canis, de origen canino. (Timenetsky, 1998)

La prevalencia de infeccion por micoplasmas en cultivos celulares varia
entre el 10 y el 15%, en laboratorios de Europa y Estados Unidos (Tully,
1996). En 1991 se reporté una prevalencia del 70% en nuestro pais

(Coronato, 1991).

Los micoplasmas pueden producir alteraciones en las lineas celulares
que infectan. Estas alteraciones son inducidas por los metabolitos
(H202, NH3) y enzimas (superoxido dismutasa, lipasas, nucleasas y
proteasas) que se producen durante su replicacion en las células
(Rodwell, 1967). Los cambios producidos pueden ser minimos y al
microscopio oOptico pueden pasar desapercibidos observandose una
organizacion celular normal. En ciertos casos se pueden evidenciar
alteraciones en el crecimiento (McGarrity, 1985), en el metabolismo de
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aminoacidos y nucleotidos (Levine, 1968) (Standbridge, 1971), y en la
induccion de citoquinas (Taylor-Robinson, 1993), ademas pueden
producirse aberraciones cromosomicas irreversibles (Fogh, 1967),
transformacion celular y efectos citogenéticos (Mc Garrity, 1984). La
primera interferencia reportada de micoplasmas en la infeccion viral
data de 1960 (Smith, 1960). Algunos micoplasmas no alteran el efecto
citopatico producido durante la replicacion viral. Un cultivo celular
infectado con micoplasmas puede comportarse de diferente manera,
dependiendo de la especie de micoplasma, la linea infectada y el medio
ambiente. Por ejemplo, las células HelLa infectadas por M. orale
aumentan la produccion del virus vaccinia pero disminuyen la de
adenovirus, pero si las células HelLa estan coinfectadas con diferentes
cepas de micoplasmas, se obtienen distintos titulos de vaccinia. (IMc
Garrity, 1985). La antigenicidad de Varicella zoster se ve disminuida
ante la presencia de micoplasmas en las células (Timenetsky, 1998). M.
orale frena el crecimiento del virus Sarcoma de Rous (Singer, 1973).
Estos ejemplos indican que la infeccion altera la relacion virus-célula de
manera impredecible. Ademas hay que considerar que los cultivos
celulares son utilizados en las fases iniciales de la produccion de
diferentes antigenos y antisueros. Se reportaron anticuerpos
monoclonales anti - M. hyorhinis luego de la inmunizacion con cultivos
infectados durante la produccion de monoclonales anti-células
tumorales (Vennegoor, 1982). Antigenos provenientes de sustratos
celulares infectados por micoplasmas o los antisueros obtenidos por
inoculacion con estos antigenos contaminados, pueden dar lugar al
desarrollo de reactivos diagnosticos de baja calidad principalmente en lo
referente a la especificidad (Hemler, 1982). Debido a esto, en Estados
Unidos se establecieron normas para regular el control de micoplasmas
en lineas celulares utilizadas durante la produccion de biologicos.

(Quinnann, 2002).
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Las mayoria de las especies que infectan cultivos celulares no
constituyen un riesgo para el operador. M. salivarium, M. orale, M.
buccale, M. fauciumy M. lipophilum, forman parte de la flora oral normal
(Tully, 1993), por lo que el contacto con estas cepas no seria riesgoso.
Las especies patogenas para el hombre son M. hominis, U. urealyticumy
M. fermentans. Cabe destacar que M. fermentans es una de las especies
que infecta cultivos celulares con mayor frecuencia; se encuentra en
faringe y se vincula a sindrome de distress respiratorio en el adulto (Lo,
1993), ademas se lo asoci6o al aumento de patogenicidad del HIV en
linfocitos CD4+ (Kovacic, 1996) (Katzeni, 1993). La infeccion de los
cultivos por micoplasmas es una razén mas por la cual las lineas

celulares deben trabajarse en cabinas de seguridad biologica.

Considerando los problemas que acarrea utilizar lineas celulares
infectadas con micoplasmas, es de vital importancia detectar la
infeccion en los laboratorios que utilizan cultivos celulares. La deteccion
puede hacerse en forma directa sembrando la muestra en caldo y agar
en anaerobiosis. El cultivo puede ser muy lento -hasta 6 semanas-, la
colonia tiene forma caracteristica de "huevo frito" pero la observacion es
dificil debido al tamano y a la formacion de pseudocolonias de cristales
precipitados del medio (Dmochowsky, 1967) (fig. 2), ademas hay cepas
no cultivables (Del Giudice, R 1980).

Fig. 2 : Cultivo de micoplasmas en agar. A: Colonias de micoplasmas.
Contraste de fase. Magnificacion 270X B) Pseudocolonia de cristales
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Las dificultades inherentes al cultivo, propiciaron el desarrollo de
métodos de deteccion mas rapidos tales como los ensayos bioquimicos
basados en la citotoxicidad mediada por adenosina fosforilasa, enzima
presente en micoplasmas y ausente en células de mamifero (Mc Garrity,
1985). Otros investigadores realizaron la observacion directa de las
células en busca del microorganismo mediante microscopia electronica.
(De Harven, 1973) (Ho, 1977). También se pueden detectar antigenos
micoplasmales en los cultivos infectados mediante ELISA de captura o
la técnica de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos
monoclonales (Freiberg, 1990). Otros métodos de deteccion de
micoplasma se basan en la tincion inespecifica del DNA con
fluorocromos tales como el DAPI (47, 6 diamidino 2 fenilindol
dihidrocloruro) y el bisbenzimidazol o colorante de Hoéechst (Chen,
1977) que se intercalan entre la doble hélice del DNA. Se han
desarrollado también técnicas de hibridizacion del DNA utilizando
sondas ribosomales especificas que permiten detectar la infeccion,
(Mycoplasma T C, Gen — Probe, Estados Unidos) (Manual Workshop
American Type Culture Collection (ATCC), 1997). Las técnicas arriba
mencionadas presentan una especificidad y sensibilidad moderada. Por
eso, se recomienda la combinacion de varias técnicas para la deteccion

de la infeccion. (Uphoff, 1992).

Gracias al advenimiento de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se puede contar con una técnica para la deteccion de
micoplasmas que presenta una sensibilidad y especificidad superior a
los métodos anteriormente citados (Kirchov & Smith, 1995).
Actualmente es posible contar con diferentes PCR que utilizan primers
complementarios dirigidos a distintas regiones del genoma.
(Mycoplasma PCR ELISA, Roche, Alemania ; Mycoplasma PCR primer
set, Stratagene, Estados Unidos, Mycoplasma Detection Kit cat. 90-
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1001K, ATCC, EEUU; (Harasawa, 1993) (Drussurget, 1994). A través de
esta técnica se estan controlando productos inmunobiolégicos con

posible infeccion por micoplasmas. (Nicholson, 2000)

Varios investigadores (Hay, 1989) recomiendan que toda vez que se
detecta que wun cultivo celular infectado, se debe descartar y
reemplazarlo por uno libre de micoplasmas. Sin embargo algunos
cultivos son irremplazables, o como ocurre en paises en vias de
desarrollo, la disponibilidad de nuevas lineas esta limitada por el tiempo
y el costo y no se puede tener acceso a una semilla libre de
micoplasmas. En estos casos se intenta tratar las lineas celulares

infectadas con el objeto de eliminar la infeccion.

En un principio, la eliminacion de la infeccion se realizaba mediante el
tratamiento con suero hiperinmune (Jeanson, 1985) y exposicion a
macrofagos murinos (Pollok, 1963), pero este tratamiento, ademas de
laborioso, es poco efectivo (Jones, 1997). Esto llevo al tratamiento de las
células infectadas con diferentes antibioticos (ATB) tales como
tiamulina, minociclina (MIN) (Schmidt, 1984), kanamicina,
cloromicetina, novomiocina o la combinacion de tilosina (TIL)- MIN y
TIL - tiamulina. (Coronato, 1994) (Hay, 1989) enrofloxacina
(Fleckesnstein, 1994), espectinomicina (Visser, 1999).
Lamentablemente, a pesar de los resultados promisorios logrados, hay
muy poca informacion acerca de las especies que son sensibles a los
tratamientos con los ATB recomendados. Ademas no estan
estandarizados los parametros del tratamiento que tengan en cuenta la

linea celular, la dosis toxica y el tiempo de tratamiento.
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Objetivo general

Detectar y caracterizar la infeccion por Micoplasmas en lineas celulares

y normatizar su eliminacion mediante tratamiento antibio6tico.

Objetivos especificos

» Detectar la presencia de micoplasmas en  cultivos celulares

mediante PCR y tincion de ADN

» Tipificar las cepas encontradas mediante su analisis con enzimas de

restriccion y ELISA.

» Estandarizar un método de eliminacion de diferentes especies de

micoplasmas que infectan los cultivos celulares.

» Evaluar si el tratamiento con ATB afecta el comportamiento de los

cultivos celulares
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Materiales y Métodos

Deteccion de micoplasmas en cultivos celulares mediante tincion
de ADN y PCR.

Lineas celulares

En el siguiente cuadro se describen las 24 lineas celulares analizadas

para detectar una posible infeccion con micoplasmas, detallando su

especie de origen: humano, simiano, canino y murino, y su forma de

crecimiento, en suspension (sus) o en monocapa (mc), provenientes de

laboratorios externos y del nuestro.

Linea Especie
celular de Observaciones
origen

PTP humano |Fibroblastos de prepucio (mc)

HeLa humano |Carcinoma de ttero (mc)

HEp-2 humano |Carcinoma laringeo (mc)

Caco-2 humano |[Carcinoma de colon (mc)

CaSki humano |Carcinoma de utero, que tiene integrado el
virus papiloma al genoma celular (mc)

RD humano |Rhabdomiosarcoma, (mc)

Raji humano |[Linfocitos B provenientes de linfoma de
Burkitt, que tienen integrado parte del
genoma del virus Epstein Barr (EBV) (sus)

P3HR-1 humano |Linfoma de Burkit productor de EBV (sus))

BCBL-1 humano [Linfocitos B que poseen genoma de
Herpesvirus Humano 8 (NIH AIDS Research
Program) (sus)

K562 simiano |Linfocitos provenientes de leucemia
mieloégena cronica simianas (sus)
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Vero y simiano |Rinén de mono verde (mc)
VERO76
LLC-MK> | simiano |Rinén de mono Rhesus (mc)
Ma-104 simiano |Rinoén de mono Rhesus (mc)
FRhK-4 simiano |Rinén de mono Rhesus (mc)
B95-a simiano |Linfocitos de marmoset, adaptadas de la linea

en suspension B95-8 para crecer
dependientes de anclaje (mc)

MDCK canino |Rinon (mc)

Mc Coy murino |Fibroblastos de raton (mc)

L929 murino |Fibroblastos (mc)

L20B murino |Derivadas de L929 transfectadas con un

receptor para poliovirus (mc)

Y-1 murino |Células adrenales (mc)

COS-7 Murino |Fibroblastos transfectados con la proteina t
del virus SV40 (mc)

CoCi2 murino |Mioblastos (mc)

Sp2/0 murino |Hibridoma no secretor (sus)

XS63 murino |Mieloma no secretor (sus)

Medios de cultivo:

Medio Esencial Minimo (MEM) (Sigma MO0643) base Earle, con amino
acidos no esenciales, adicionado con 7% de suero fetal bovino (SFB)
(Gibco 26300), para RD, HEp-2, CaSki, Caco-2, HeLa, LLC-MK>, FRhK-
4, Ma-104, B95-a, McCoy, MDCK, L20B y L929, con 7% SFB mas 15%
de suero equino (Sigma H1270) para Y-1, con 10% SFB para PTP y
C2Ci2; Medio 199 (Gibco 31100-035), con 7% SFB para Vero y VERO
76; Medio Iscove's (Sigma 13390) con 7% SFB para Raji, PSHR-1 y B95-
a; RPMI 1640 (Sigma 6504), con 7% SFB para XS63, Sp2/0, COS-7 y
BCBL-1. Las lineas celulares fueron mantenidas en medios libres de

antibioticos.
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Cepas patrones de micoplasmas:

Se utilizo DNA de cepas de M. hyorhinis (ATCC 17981D), M. arginini
(ATCC 23838D), M. fermentans (ATCC 19989D) y M. orale (ATCC
23714D). Los liofilizados de DNA fueron adquiridos en ATCC. El DNA se
reconstituyé con agua bidestilada estéril, segiin las especificaciones de

ATCC, para obtener una concentracion final de 50 ng/ pl.

Deteccion de la infeccion por micoplasma mediante la tincion de DNA

con colorante intercalante - Coloracion de Hoéechst

Se sembraron 100pl de una suspension con 20000 células /ml por fosa
en portaobjetos de 16 fosas (LAB-TEK, NUNC). Luego de 24 horas, las
células se colorearon segun el método de Chen (Chen, 1977), se fijaron
con metanol : acético 3:1 y se tineron con una solucion al 0.05 % (P/V)
de bisbenzimidazol (Héechst 33258, Sigma b1155), luego se montaron
con buffer de Mc Ilvaine (0.044M de acido citrico, 0.111M de fosfato
monoacido de sodio), pH 5.4 y se observaron al microscopio de
fluorescencia con filtro excitador BG12 y una combinacion de filtros

barrera 56/44 (Zeiss, Alemania).

Las muestras negativas presentan fluorescencia verde nuclear y no se
observa el citoplasma (fig.3). Se considera positiva la presencia de
puntillado fluorescente verde citoplasmatico (fig.4), que puede
presentarse en acumulos o en forma homogénea sobre el citoplasma
celular. El resultado positivo se expreso en cruces (+--- a ++++) segun se
encontrara fluorescencia caracteristica para micoplasmas en el 1-25%
de las células (+---), 26-50% (++--) 51-75% (+++-) y en el 100% (++++) de

las células.

Pagina 15



Maestria en Microbiologia Molecular
Celeste Pérez

Figura 3: Células no infectadas. Magnificacion 400X

Figura 4: Células infectadas (++++) Magnificacion 400X
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Deteccion de la infeccion por micoplasma por PCR

Tratamiento de la muestra para PCR

Para la reaccion de PCR, se separo una alicuota de 250000 células de
cada muestra a analizar. Las células se centrifugaron y el pellet se
resuspendiéo en S50 pl de medio adecuado. La extraccion de DNA se
realizo segun el método de Casas et al (Casas, 1995). Las células
resuspendidas se digirieron en una proporcion 4:1 vol buffer lisis / vol
celular, con un buffer de lisis compuesto por 3,2 M de isotiocianato de
guanidina, 0,62 mM de citrato de sodio, 0001 mM de ditiotreitol, 8.3 %
P/V de sarcosyl y 1lpug de glicogeno por pl de solucion durante 10
minutos a temperatura ambiente. Luego se agregd alcohol isopropilico
1:1 V/V. El digesto se centrifugo durante 20 minutos a 14000 rpm en
microcentrifuga (Eppendorf modelo 5417R), el pellet se lavo con etanol
70°. El extracto seco de ADN se resuspendio con 10 pl de agua
bidestilada estéril. Para cada reaccion se usaron Sl de este extracto. El
resto se conservo a -70°C para posteriores ensayos.

Como control negativo se utilizo ADN de células provenientes de
laboratorios de referencia internacional cuya coloracion de Héechst fue
negativa luego del primer repique en nuestro laboratorio. Como control
positivo se utilizé ADN de células positivas por la coloracion de Héescht
y las cepas de referencia de M. arginini, M. hyorinis, M. orale y M.

fermentans (ATCC).

Reaccion de PCR

Se realiz6 una nested PCR sobre 5 ul de muestra o control negativo
preparados segun el protocolo arriba mencionado. Se utilizaron los
primers descriptos previamente dirigidos al operéon de la region
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espaciadora de ARN ribosomal de 16S y 23S de micoplasmas: F1: 5-
acaccatgggagctggtaat-3’, R1: S’-cttcatcgactttcagacccaagg-3’, en la
primera ronda y para la segunda, los primers R2: 5-
gcatccaccaaaaactct-3’, R16-2: -gtgcggctggatcacctect- (Harawasa, 1993)
(fig. 5). Estos primers permiten detectar la mayoria de las cepas que
infectan cultivos celulares. Las diferencias en la secuencia de esta
region permiten la identificacion de las especies detectadas por analisis
de restriccion enzimatico (RFLP) sobre el amplicon obtenido de M.
pirum, M. fermentans, M. orale, M. arginini, M. hominis, M. genitalium, M.
hyorhinis, M. salivarium, M. laidlawii y de M. pneumoniae, que si bien
no infecta cultivos celulares, suele hallarse en muestras clinicas

(Harawasa, 1993).

Fig. 5: Diagrama de la region amplificada, localizaciones y orientaciones

de los primers.

Region espaciadora

16S ARNr gen 23S ARNr gen

\ 4
A

F1 R1

\ 4
A

R16-2 R2

Se empleo el protocolo de perfil de temperaturas descripto por Hu y
Buck (Hu, 1993). Separacion de doble hélice: 94°C 2 minutos;
desnaturalizacion a 94°C 30 segundos, renaturalizacion a 55°C 2
minutos y elongacion: 72 °C 2 minutos, por 30 ciclos; extension final:

72°C, 5 minutos. La mezcla de reaccion consistio en 20 pm de cada
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primer (Life Technologies), 10 mM de Tris — HCl pH 8.3; 50 mM de
KClp, dNTPs: 2.5 pM cada uno (Perkin Elmer, N 801-0055); 2mM de
CloMg, 0.5 U de Taq DNA polimerasa (Perkin Elmer, N801-0055), agua
bidestilada estéril: csp S0 pl.

Dependiendo de la cepa investigada el tamano de los amplificados vario
entre 370 a 490 pares de bases para la primera ronda y de 219 a 365
para la segunda. El producto de amplificacion se visualizé luego de 30
minutos de electroforesis a 100V, en gel de agarosa grado electroforético
(ICN, 100267) al 2% (P/V) en buffer TBE (Sambrok, 1989) con 5Sug de

bromuro de etidio por ml de gel.

Sensibilidad de la reaccion:

La sensibilidad de la reaccion se determin6é por amplificacion de
diferentes concentraciones de ADN de cepas patrones de M. hyorhinis,
M. arginini, M. fermentans y M. orale. El rango de concentraciones

ensayadas vario entre 20 pg/pl a 0,0002 pg/pl.

Para determinar si el ADN celular interferia en la sensibilidad de la
reaccion, se repitio la curva anterior con el agregado de ADN extraido de
125000 células no infectadas, que es la cantidad de células utilizadas

en cada reaccion de PCR.

Especificidad

Para determinar si la reaccion de PCR para micoplasmas era capaz de
amplificar inespecificamente el DNA celular, se realizo la PCR sobre el
ADN extraido de LLC-MK>, Vero, MDCK, RD, HEp-2, y PTP, previamente

negativas segun la coloracion de Hoechst.
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Tipificacion de las cepas

Analisis de restricciéon enzimatica (RFLP)

El producto amplificado de la segunda ronda de PCR se digiri6 con
VSP 1 (Promega R6851), Hind III (Promega R6041), y Cla I (Promega
R6551) (Hu, 1995) para identificar las especies por mapeo de

restriccion.

La mezcla de reaccion consistio en 3 ul del buffer apropiado para cada
enzima, 10 unidades de enzima, 16 pul de ADD y 10 pl del producto
amplificado en la segunda ronda. La digestion se realizo en los tres
casos durante 14 horas a 37°C, con un posterior calentamiento a 95°C,

durante 1 hora.

Los productos de la segunda ronda de PCR y los obtenidos por digestion
enzimatica se sembraron en un gel de agarosa Nu-Sieve (BMA, 50091)
al 4% (P/V) en buffer TBE (Sambrok, 1989) con 5ug de bromuro de
etidio por ml de gel. Se corrieron 55 minutos a 100 voltios y se

visualizaron sobre un transiluminador a la luz UV.

Para corroborar el patron de bandas obtenido, se digirieron y corrieron
en paralelo amplificados de cepas patrones: M. orale, M. arginini, M.

fermentansy M. hyorhinis.

El resultado de la restriccion se evalu6o de acuerdo a los valores
esperados para los productos de restriccion de los amplificados de la
segunda ronda (tabla 2), comparando el tamano de las bandas con el
patron de peso molecular de 100 pares de bases (pb) (Life Technologies,

15628-019)
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Tabla 2: Tamano de bandas esperados (pb) de los amplificados antes y

después de la digestion enzimatica

Especie Producto VSPI HIND III CLA1
M. fermentans 365 270-95 241-124 -
M. orale 290 151-139 - -
M. arginini 236 134-102 -
M. hyorhinis 315 - - 253- 62
M. salivarium 269 - - -
A. laidlawii 430-223* - - -
M. genitalium 252 190-62 - -
M. pirum 323 169-154 285-28 -
M. hominis 236 123, 113
M. pneumoniae 280 - - -

*A. laidlawii produce dos bandas dado que posee dos operones en la
region espaciadora interribosomal, mientras que el resto de los

micoplasmas tiene una solo operon y produce una sola banda.

Enzimoinmunoensavyo de captura (ELISA)

Para identificar las cepas encontradas se utiliz6 un ELISA (Mycoplasma
Detection Kit, Roche Molecular Biochemicals 1296744, Alemania) con
anticuerpos policlonales dirigidos contra: M. orale, M.arginini, M.
hyorhiris y A. laidiwaii. La determinacion de cada una de las especies se

realiz6 por separado.
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Las muestras ensayadas correspondieron a suspensiones celulares
(125000 - 500000 células por fosa en medio de cultivo), que se
procesaron por duplicado siguiendo las especificaciones del fabricante

del equipo.

En un primer paso (fig. 6), el primer anticuerpo se fijo6 por adsorcion a
las placas (I), y se bloquearon los sitios inespecificos de union. En un
segundo paso (II), se cubri6 la placa con la muestra problema,
(sobrenadante de cultivos celulares, suspension celular, medio) y los
controles provistos por el fabricante (sobrenadante de cultivos de
micoplasmas). Los antigenos (micoplasmas o fragmentos de
micoplasmas) se unen al correspondiente anticuerpo adsorbido en (I).
En un tercer paso (III), el antigeno fijado se uni6 al anticuerpo marcado
con avidina biotina. Este conjugado se visualizo por la union de
streptavidina — fosfatasa alcalina (FAL) (IV) que actua enzimaticamente
sobre 4-nitrofenilfosfato (4-NPP) como sustrato (V) produciendo una

coloracion amarilla en la fosa positiva e incolora en la negativa.

Figura 6 : Esquema de ELISA

4-NPP
Antigeno, NP
Anticuerpo Anticuerpo Estreptavidina- Reaccién
pegado marcado FAL sobre 4-NPP
(1) con biotina (IV) (V)
(I11)
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Estandarizacion de un método de eliminacion de diferentes

especies de micoplasmas que infectan cultivos celulares.

El siguiente diagrama de flujo muestra la estrategia utilizada para la

eleccion del tratamiento antibiético.

[ Determinacion de la dosis maxima no citotoxica (DMNC) de ATB ]

Tratamiento con 1a DMNC de células infectadas J
=

[ Testeo por Hoechst en cada repique ]

Hoechst positivo ] [ Hoechst negativo ]

. Tratamiento

inefectivo

Tratamiento de eleccion Tratamiento
inefectivo
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Determinacion de la dosis maxima no citotoxica de ATB

Se ensayaron los siguientes antibidticos: tartrato de tilosina (TIL)
(Sigma, cat T6271), potencia 900ug/mg; clorhidrato de minociclina
(MIN) (Cynamid), potencia: 845 pg/mg, y azitromicina (AZM) (Serv.
Antimicrobianos. INEI / ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”), potencia
0,940 pg / mg. Todos los ATB se prepararon a partir de una solucion
madre 100X, que se agregd a los medios de cultivo. Para TIL, se
ensayaron concentraciones de 100, 125, 150, 200, 250 ug /ml,
tomando como base reportes previos (Coronato, 1994). Para MIN se
probaron 5, 10 y 20 ug /ml, en las mismas lineas celulares, tomando
como referencia trabajos anteriores (Coronato, 1994) (Schmidt, 1984).
La toxicidad de AZM se realiz6 a concentraciones de 10, 20, 30, 50 y
100 ug /ml. La AZM, por ser una droga liposoluble, se disolvio
previamente en 1 ml de dimetilsulfoxido (DMSO). Como controles se
utilizaron MEM mas 7% de SFB y 0,1% de DMSO, siendo ésta la
concentracion final de DMSO equivalente a la utilizada como solvente
en la mayor concentracion de AZM. Se incluyeron controles celulares de
cada linea que eran mantenidos con los mismos medios sin ATB y un

blanco de MEM mas 2% de SFB sin DMSO.

Las células empleadas en el ensayo de citotoxicidad fueron RD, HEp-2,
Vero, LLC-MK> y MDCK.

Las distintas diluciones de cada ATB en medio de mantenimiento (MM)
se adicionaron sobre monocapas de 24 horas, segun figura 7 (tiempo
0). A las 72 hs se tripsinaron, se realizd6 un recuento con el colorante
vital azul tripan (Phillips, 1973) en camara de Neubauer (Absher M,
1973) y se repicaron a una placa de 24 fosas con medio de crecimiento
(MC) adicionado con las diferentes diluciones de cada ATB. 72hs

después de este repique, (6 dias desde el agregado inicial de los ATB),
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las células se contaron con azul tripan. Las caracteristicas morfologicas
se observaron Yy registraron diariamente durante el ensayo de
citotoxicidad (6 dias) por observacion al microscopio 6ptico.

Se evaluaron los siguientes parametros:

a) Caracteristicas morfologicas: pérdida de limites intercelulares,
pérdida de adhesividad al sustrato, redondeamiento, alargamiento
celular, aparicion de puntillado, vacuolas, policariocitos, fusion. Se
consider6 citotoxica cualquier alteracion de las caracteristicas
morfologicas.

b) Viabilidad: se evaluo la viabilidad de células tratadas y sin tratar
(controles) por recuento de células con azul tripan. El resultado se
expres6O en porcentaje de células vivas respecto del control. Se
establecié como la dosis de eleccion para efectuar el tratamiento ATB la
concentracion de droga que no provocara cambios morfolégicos y cuya

viabilidad fuera mayor al 65% en la mayoria de las lineas ensayadas.

Figura 7: Ensayo de citotoxicidad

= (OO0
= QOO0
= OO
OLLOLO |
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Tratamiento de células infectadas con la DMNC

Las diluciones de repique para cada linea celular fueron: 1:6 para LLC-
MK2, HEp-2 y RD; 1:8 para MDCK y 1:4 para Vero. Se utilizo MC
adicionado con la dosis maxima no citotoxica elegida para cada ATB.
Para cada linea celular se realizaron dos repiques semanales durante
dos semanas. El ultimo repique se mantuvo con medio con antibiéticos
hasta completar 15 dias de tratamiento, a partir del cual las células se
mantuvieron en medio libre de antibiéticos. En cada repique se
sembraron microplacas LAB-TEK para realizar coloracion de Hoéechst
(H) y se tomaron muestras para PCR.

Se realiz6 primero el tratamiento de la linea Vero levemente infectada
con M. orale, H: (+---), ensayando los tres ATB. Se estableci6 como
tratamiento de eleccion el que elimind la infeccion por micoplasmas (H
negativo, PCR negativa).

Posteriormente, basado en el resultado del ensayo para eliminar
infecciones leves, se trataron en lineas infectadas con diferentes cepas
de micoplasmas con grados variables de infeccion (H +--- a ++++),
utilizando los ATB que hubieran eliminado la infeccion leve.

Se utilizaron las lineas LLC-MK2, (Hoéescht ++--) infectada con M.
arginini;, McCoy (+++-) con una infeccion doble de M. arginini y
M.hyorhinis; B95a (+---) (M. orale), y un cultivo de Vero (++++) (M. orale)
en el que se habian observado y fotografiado cambios en la morfologia
normal de la linea celular.

Luego de finalizado el tratamiento, los cultivos se mantuvieron con

medio sin ATB y a los diez dias se controlaron por PCR y H.
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Efecto del tratamiento

Efecto del tratamiento sobre el crecimiento celular

A fin de evaluar si el esquema de tratamiento afectaba el crecimiento
celular, se estimo6 la tasa de crecimiento en lineas celulares libres de
micoplasmas. Se utilizaron las siguientes lineas: LLC-MK2, Hep-2, RD,
Vero y MDCK.

Cada linea celular se repico dos veces por semana, durante diez dias,
con MC suplementado con Spg/ml de MIN y en paralelo un control de
cada linea con MC sin ATB.

Cada muestra (células tratadas y controles) se sembroé por triplicado en
una concentracion de 25000 células / fosa (tiempo 0). Se realizo6 un
recuento a las 24 horas y a los 3, 7 y 10 dias de comenzado el
tratamiento. Cada linea se repico y se conto cada fosa por triplicado. Se
obtuvo el promedio del numero de células (nueve conteos) en los
controles y en las tratadas.

Se calculd la tasa de crecimiento para cada linea celular como la razon
entre el promedio de los recuentos de las células tratadas y los

controles.

Efecto del tratamiento ATB sobre la sensibilidad celular a la infeccion

viral:

A efectos de evaluar si se afecta su sensibilidad a la infeccion viral luego

del tratamiento ATB elegido, las células se infectaron con virus

sarampion.

Se compar6 el titulo de la cepa vacunal de sarampion a virus vivo

(Rouvax, Pasteur Merieux, lote P5576, Centro Nacional de Control de

Calidad de Biologicos, ANLIS Dr. C. G. Malbran), sobre una monocapa
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de células Vero no infectadas con micoplasmas y la misma linea celular
de la cual se eliminé la infeccion con M. orale utilizando el tratamiento
ATB establecido en el laboratorio (Vero tratadas).

La cepa de M. orale fue caracterizada por RFLP y ELISA.

La vacuna de sarampion se reconstituyo con 5 ml de eluente de acuerdo
a lo recomendado por el laboratorio productor.

Se prepararon suspensiones de 100000 células/ml en medio 199
adicionado con 7 % de SFB y se sembraron 100 ul por fosa en placas de
96 fosas (IWAKI, 3861096), media placa con células Vero y la otra
mitad con Vero tratadas. Se incubaron durante 24 — 48 horas hasta

confluencia.

Titulacion viral

Se diagram6 un esquema (figura 8) teniendo en cuenta que:

- La cantidad minima de placas a ensayar debe ser 3 (valor estadistico
minimo para tener 3 puntos para calcular desvios estandares,

observar variaciones o confrontar valores)
- Ambas lineas celulares deben estar en la misma placa

- Son necesarias 4 diluciones de la vacuna para observar un valor de
corte (-2 a -3,5 en este caso)
- Tres series de dilucion de la vacuna (A, B y C) se siembran en la

misma placa
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Figura 8. Titulacion de la vacuna de sarampion

Serie

11

12

2 =

CC

-2,5=>

3 =

-3,6=>

2 =

CC

-2,5=>

3 =

I Q-mE 0o w»

-3,6=>

I:I Vero I:I Vero tratadas

cc : control de células (A12 y E12)

A, B, C: series de diluciones (sd) de la cepa de sarampion, desde -2,5 a -

3,5.

Las diluciones de la vacuna reconstituida se prepararon en Medio 199

adicionado con 2% SFB. Las placas se vaciaron por volcado y se

inocularon 100 pl de cada diluciéon de la vacuna y 100 pl del mismo

medio para los controles.

Las placas inoculadas se incubaron a 37°C en atmoésfera gaseada con

5% CO2y se observaron diariamente, la lectura final se realizo el sexto

dia post infeccion. La dosis infectiva 50 en cultivo celular (CCIDS0), se

determino por el método de Reed & Muench (Reed, L & Muench, H,

1938).
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Analisis estadistico:

Se analizaron los titulos obtenidos por los test estadisticos apropiados
en cada caso: prueba t (student) para comparacion de 2 medias de dos
muestras independientes, analisis de varianza de un factor, para
comparacion de desvio standardes y ANVA, analisis de varianza para

dos factores.
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Resultados

Deteccion de cultivos celulares infectados con micoplasmas por

PCR y tincion de ADN.

Sensibilidad de la PCR:

Cuando se determiné la sensibilidad de la reaccion por amplificacion de
las diferentes concentraciones de ADN de las cepas patrones, se
encontro un limite de deteccion de 0,1 pg de ADN de M. argininiy 1 pg
de ADN de M. fermentans, M. orale, y M. hyorhinis. En la figura 9 se
muestran los resultados correspondientes a M. arginini y M.

fermentans.

| Figura 9 : Sensibilidad de la PCR

0,01 01 1 10 100 PM 0,010,1 1 10 100 (pg)

-

236 pb

M. arginini M. fermentans

Interferencia de ADN celular en la deteccion de micoplasmas:

La cantidad de ADN extraida de 125000 células (total de células
utilizado para detectar micoplasmas en lineas celulares) no alter6 la

sensibilidad de detecciéon, observandose el mismo limite de deteccion de
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ADN para todas las cepas de micoplasmas en presencia de ADN

eucariota.

Deteccion de cultivos infectados

Se evaluaron 110 muestras de cultivos celulares provenientes de 8
laboratorios, utilizando la tincion de Héescht y PCR. En 74 muestras se

realizaron ambas técnicas. (tabla 3).

Tabla 3: Comparacion de resultados de tincion de Hoescht vs. PCR

Coloracion de Hoechst
RESULTADOS | POSITIVO | NEGATIVO  DUDOSO TOTAL
PCR POSITIVO 12 4 2 18
NEGATIVO (0] 54 2 56
TOTAL 12 58 4 74

De 74 muestras evaluadas por ambos métodos, 18 muestras fueron
positivas (+). Doce muestras fueron positivas por Héechst y por PCR.
De las 58 muestras negativas por Hoescht, 54 fueron (-) y 4 (+) por PCR.
Cuatro muestras tenidas por coloracion de Héescht no pudieron leerse
por razones técnicas, o caracteristicas propias de la muestra, como
avidez del citoplasma por el colorante, que produce un fondo
fluorescente que imposibilita la lectura. Estas muestras se registraron
como dudosas o indeterminadas; sin embargo, las 4 se pudieron
procesar para PCR, de las cuales dos fueron positivas y dos negativas.

También se evaluaron 36 muestras sé6lo por PCR en las que se

encontraron dos muestras positivas.
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Del total de 110 muestras procesadas por PCR, 20 (18%) fueron
positivas, 10/20 provinieron de laboratorios externos (50%) y 10/20 de
nuestro laboratorio (50%), de estas ultimas 6/10 provenian del banco
de células previo al control de micoplasmas. Las 4 restantes se

detectaron en el control de rutina.

Tipificacion de las cepas encontradas por analisis con enzimas de

restriccion y por ELISA

Tipificacion con enzimas de Restriccion:

Las 20 muestras positivas por PCR se tipificaron por RFLP.
En las figuras 10, 11, 12 y 13 se muestran los diferentes patrones de
digestion obtenidos de cepas de referencias y cepas detectadas en los

cultivos celulares infectados.

Fig. 10: RFLP de cepa patron de M. orale

Calle 1 Calle 2 Calle 3 Calle 4 Calle5
s/cortar 290pb PM |VSPI:151-139pb |Hind III: 290 pb |CLAI : 290 pb
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‘ Fig. 11: RFLP de cepas patrones (ATCC) y muestras

‘ Amplificado Tamano(pb):
‘ Calle de: ‘ Cepa sin Digerido con:
digerir
\ \ | \ . VSPI | CLAI | HIND
' 1 |Cepa ATCC |M. arginini | 236 | | |
| 2 |Cepa ATCC |M. arginini | | | 236 |
. 3 |Cepa ATCC |M. arginini | | | | 236
. 4 |Cepa ATCC | M. arginini | | 100-136 | |
| 5 |Cepa ATCC |M. fermentans | 365 | | |
| 6 |Cepa ATCC |M. fermentans | | | 365 |
‘ 7 ‘Cepa ATCC ‘M. fermentans ‘ ‘ ‘ 241-
124
. 8 |Cepa ATCC | M. fermentans | | 270-95 | |
| 9 |Cepa ATCC |M. hyorhinis | 315 | | |
' 10 |Cepa ATCC |M. hyorhinis | | | 253-62 |
| 11 |Cepa ATCC |M. hyorhinis | | | . 315
| 12 |Cepa ATCC |M. hyorhinis | | 315 | |
13 | Marcador de peso molecular
| 14 |Muestral |M arg- M. hyor | 315-236 | | |
15 |Muestral |M arg.-M. hyor 236- 253-
62
16 |Muestral |M arg-.M. hyor 315-
236
17 |Muestra 1 |Marg- M. hyor 310-100-
140
| 18 |Muestra 12 | M. fermentans | 365 | | |
| 19 |Muestra 12 | M. fermentans | | | 365 |
20 |Muestra 12 | M. fermentans 124-
241

1 2 3 45 6 7 8 9101112131415

16 17 18 19 20
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Figura 12: RFLP de muestras con VSPI
DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION
CALLE | Producto SIN CON VSP1 ESPECIE
de CORTAR
Muestra
1 Marcador de peso molecular
2 2 290
3 2 151 - 139 M.orale
4 3 315 - 236 M.hyorhinis
5 3 315-102-134 y M.arginini
6 9 236 M.arginini
7 9 102 - 134
8 8 315 M.hyorhinis
9 8 315
10 16 315 M.hyorhinis
11 16 315
12 11 236 M.arginini
13 11 102 - 134
14 ATCC 315 M.hyorhinis
15 ATCC 315
16 16 315 M.hyorhinis
17 6 315 - 236 M.hyorhinis - M.
18 6 315-102-134 arginini
19 5 290 M.orale
20 5 151 -139

Las bandas de 315 fueron cortadas con CLA1 resultando dos bandas de

253 y 62 pb (datos no mostrados)

34 5 6 7 8 910

Ll

1112 13 14 15 16 17 18 19 20
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Figura 13: RFLP de la muestra 10 infectada con M.salivarium y M.

fermentans
Callel Calle 2 Calle 3 calle 4 Calle5
s/cortar PM HindIII VSPI Clal
365- 269 269 -241- 124 269-270-95 269-365

Tipificacion por ELISA

Se analizaron por ELISA 14 de las 20 muestras previamente tipificadas
por analisis de restriccion, 6 no pudieron analizarse por falta de
muestra. Las cepas encontradas fueron: M. orale, M. hyorhinis y M.
arginini. En la figura 14 se muestran los resultados de 4 de las 14
muestras en la placa de ELISA donde se ensayaron por duplicado las
muestras 1, 7, 8 y 4, segln se detalla a continuacion.

Las fosas positivas presentan una coloracion amarilla y las negativas

incoloras .
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Figura 14: Placa revelada
Columnas
1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12

Linea Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Control | Control

1 7 8 4 negativo | positivo
A (anti. + + _ _ ) +
M. arginini)
B (anti + _ + _ _ +
M. hyorinis)
C (anti. ) . - - - +
A. laidlawii)
D (anti _ . - + - +
M. orale)

> 10‘ 11 12
N7 v, 4/\\"';'@
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\ Tabla 4 : Deteccion y tipificacion de micoplasmas por todas las técnicas empleadas

Muestra Linea Origen Hoechst | PCR ELISA RFLP
1 HEp-2 Lab. 1 - + M. arginini — M. hyorhinis M. arginini - M. Hyorhinis
2 Vero Lab. 2 ++++ + M. orale M. orale
3 McCoy CT +++- + M. arginini- M. hyorhinis M. arginini - M. Hyorhinis
4 BHK 21 Lab. 2 ++++ + M. orale M. orale
S B95a (%) Lab. 3 - + M. orale M. orale
6 FrhK4 CT ++-- + M. arginini — M. hyorhinis M. arginini M. Hyorhinis
7 LLC-Mk, CT ++-- + M. arginini M. arginini
8 RD CT - + M. hyorhinis M. hyorhinis
9 HEp-2 Lab. 1 +--- + ND M. arginini
10 K562 Lab. 4 ++++ + Negativo M. fermentans — M. salivarium
11 Y-1 CT +--- + M. arginini M. arginini
12 Sp2/0 Lab. 5 ND + Negativo M. fermentans
13 XS-63 Lab. 5 ND + Negativo M. fermentans
14 LLC-MK2 CT - + M. arginini M. arginini
15 Vero CT D + M. orale M. orale
16 HEp-2 Lab. 6 +--- + M. hyorhinis M. hyorhinis
17 HeLa CT D + ND M. orale
18 Caski Lab. 7 +--- + ND M. fermentans
19 PTP CT +--- + ND M. orale
20 MDCK CT +--- + ND M. orale
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Lab. 1-7 : laboratorios externos. CT: Cultivo de Tejidos. D: dudoso. ND: no determinado (*) Se consider¢ el resultado del primer H de
B95a.
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Se encontraron 16 infecciones simples, 7 M. orale, 4 M. arginini, 2 M.
hyorhinis y 3 M. fermentans. De las 4 infecciones dobles halladas, la
asociacion mas frecuente fue M. arginini, M. hyorhinis en tres muestras
y M. fermentans, M. salivarium en un caso. La mitad de las 20
muestras positivas procedian de laboratorios externos y el resto de
nuestro laboratorio. Se encontro un 100% de concordancia entre la
técnica molecular (RFLP) y la técnica inmunolégica (ELISA). Los
laboratorios 1, 2 y 5 remitieron mas de un cultivo celular, puede
observarse que en cada uno de ellos se encontr6 la misma cepa

infectando las células. (tabla 4)

Estandarizacion de un meétodo de eliminacion de diferentes

especies de micoplasmas que infectan cultivos celulares.

Ensavyo de citototoxicidad

En el ensayo para evaluar la citotoxicidad de AZM se observo que este
antibiotico en concentraciones de 50 y 100 pg produjo alteraciones
morfologicas y desprendimiento progresivo de la monocapa hacia el final
del tratamiento en 3 lineas celulares. Luego del primer repique, en
células HEp-2 se observo pérdida de los limites intercelulares con
posterior redondeamiento y en RD un evidente alargamiento celular. En
Vero se observaron vacuolas y desprendimiento celular a las 48 hs del
comienzo del tratamiento, y posteriormente cambios en la forma. (fig
14, 15 y 16). El uso de 30 pg de AZM, no provocod variaciones
considerables en el crecimiento o la morfologia celular (tabla 5).

MIN alterdé la morfologia sé6lo en células RD (fig 17 ) y Vero, en las que
se observo alargamiento de las células en las concentraciones de 10 y

20 pg /ml luego del primer repique. En el resto de las lineas no se
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observaron cambios morfologicos. El uso de 5 pg/ml provoco una
disminucion del crecimiento en todas las lineas celulares (tabla 6).

La toxicidad de TIL se manifest6 desde el primer dia de tratamiento,
provocando muerte celular en HEp-2 y RD en todas las
concentraciones ensayadas (figs. 17 y 20). En células LLC-MK2 (fig 18)
y Vero se observo puntillado y muerte celular a partir de 150 pg /ml.
En las células MDCK provocé muerte celular a partir de los 200 pg/ml
(fig 19). El crecimiento de LLC-MK2 y Vero en concentraciones de 125
Mg /ml y de MDCK hasta 150 pg /ml no se vio afectado. (tabla 7)

Los resultados de viabilidad (%) y cambios morfologicos al final del
ensayo de citotoxicidad se muestran en las tablas 5, 6 y 7. Las celdas
coloreadas indican las concentraciones consideradas citotoxicas para
cada linea celular. En las figuras (16, 17, 18,19 y 20) se muestran los

cambios morfolégicos (CM) observados.

Tabla 5: Viabilidad (%) y cambios morfologicos vs. dosis de AZM

Viabilidad (%)
AZM
ug/m
e 10 20 30 50 100
HEp-2 100 100 98 CM CM ()
LLC-MK?2 100 70 58 52 46
MDCK 100 82 65 47 35
RD 100 100 97 CM CM @
Vero 100 100 87 CM CM G)

(IVer figura 14 @ Ver figura 15 @) Ver figura 16
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Fig. 14: HEp-2 en fresco. A: Control. B: AZM 100 pg/ml. Magnificacion
100X. Se observa redondeamiento, desprendimiento y muerte celular

Fig. 15: RD, tincion con cristal violeta. A: Control. Magnificacion 100X.
B: AZM 100 pg/ml.. Magnificacion 100X. Se observa pérdida de la
adhesion celular, alargamiento y aumento del volumen celular

Fig. 16: Vero, tincion con cristal violeta. A: control. B: AZM 100 pg/ml.
Magnificacion 100X. Se observa desprendimiento de la monocapa y
menor densidad celular.
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Tabla 6: MIN: Viabilidad (%)y cambios morfologicos vs dosis de MIN

Viabilidad %
N (ng/ml) 5 10 20
Tinea
HEp-2 70 65 46
LLC-MK2 70 60 36
MDCK 78 53 52
RD 84 CM®) CM®)

Vero 65 CM CM

“ ) Ver fig. 17

Fig. 17: RD, tincion con cristal violeta. A: control B: 10 pg/ml MIN. C:
20 pg/ml. Magnificacion 100X. Se observa disminucion del crecimiento
y aparicion de células alargadas
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Tabla 7: TIL: Viabilidad (%) y cambios morfolégicos vs dosis de TIL

Viabilidad %
u’gl/l;n 100 125 150 200 250
Tinea

Hep-2 CM CM CM () CM CM

LLC-MK2 100 100 CM CM () CM
MDCK 100 100 99 CM CM ©

RD CM©) CM CM CM CM

Vero 100 90 CM CM CM

6) Ver figura 18 (1) Ver figura 19 @) Ver figura 20 ©) Ver figura 21

Fig. 18: HEp-2, tincion con cristal violeta. A. Control celular. B: con TIL
150 pg/ml. Magnificacion: 100X. Se observa redoneamiento y muerte
celular.
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Fig. 19: LLC-MK2, tincion con cristal violeta. A: Control celular. B: con
200pg/ml de TIL. Magnificacion 100 X . Se observa redondeamiento y
desprendimiento de la monocapa.

Fig. 20: MDCK, tincion con cristal violeta. A Control celular. B: con TIL
250 pg/ml. Magnificacion 100X. Se observa redondeamiento y muerte
celular.

Fig. 21: Rd, en fresco, A:Control celular. Contraste de fase
Magnificacion 400X B: con TIL 100 pg/ml. Magnificacion 100X
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Las concentraciones elegidas para realizar los tratamientos fueron
30pg/ml (tabla 5) de AZM y S pg/ml (tabla 6) de MIN, ya que no
producen cambios morfologicos en ninguna de las lineas ensayadas y la
viabilidad es mayor al 65%.

La concentracion de TIL elegida fue de 125 pg/ml en las lineas que no

se vieron afectadas.

Tratamiento de células con infeccion leve Hoescht (+---)

En la tabla 8 se muestran los resultados luego de dos semanas de

tratamiento de las células Vero infectadas con M. orale (H+---).

Tabla 8: Resultados de los tratamientos ATB testeados por H y PCR

Ensayo AZM (30 pg//ml)| MIN (5 pg//ml) | TIL (125 pg//ml)
Hoéescht negativo negativo positivo
PCR positivo negativo No realizado

Luego del tratamiento con TIL, la coloracion de H dio positiva,
demostrando que la infeccion no fue eliminada, por lo cual no se realizo
PCR.

Utilizando 30 pg/ml AZM, el H fue negativo a los 15 dias, mientras que
por PCR se obtuvo un resultado positivo, evidenciando que el
tratamiento no fue efectivo.

El tratamiento con 5 pg/ml de MIN eliminé la infeccion. Los ensayos de
H y PCR fueron negativos desde los diez dias de tratamiento. Estos
resultados indican que el tratamiento mas adecuado es el realizado con

este ATB. Se decidi6é realizar 3 repiques durante 10 dias con MIN
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Sug/ml. En la figura 21 se observan los resultados de la reaccion de

PCR durante los tratamientos de MIN y AZM.

‘ Fig. 21: Monitoreo por PCR durante los tratamientos ATB

| CALLE | TRATAM | DIAS | RESULTADO
| 1 | SINATB | - | Control neg.
) | | o | Control pos
.3 | | 7 | Control pos
4 | | 10 | Control pos
5 | MIN 0 | POS
6 | T | POS
o7 . 10 | NEG
8 | .15 | NEG
9 | AZM 0 | POS
10 | 7 | POS
11 | .10 | POS
12| 15 | POS
13 | | o | control pos
14 | | 7 | control pos
. 15 | | 10 | control pos

12220 35455 61178 9 10112 13514 15
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Cuando se utilizo el tratamiento elegido, 5 pg/ml de MIN, durante diez
dias, en células con mayor grado de infeccion, los resultados mostraron
que eliminé la infeccion en las lineas LLC-MK2 (++--), Mc Coy (+++-),
B95a (+---) y Vero (++++). Las células Vero infectadas mostraban
alteraciones morfologicas tales como alargamiento y presencia de
puntillado celular. (fig. 22 A) Luego del tratamiento con MIN y de
corroborar la eliminacion de micoplasmas por H, EIA y PCR, las células

recuperaron su morfologia epitelial caracteristica (fig. 22 B)

Fig. 22: A: células Vero (H++++) infectadas con M. orale B: Reversion a
la morfologia normal luego del tratamiento ATB. Fresco. Magnificacion
200 X

Luego del tratamiento ATB, ninguna linea celular evidencio
contaminacion de acuerdo a los resultados obtenidos por H y PCR
durante 3 meses.

Las cepas de micoplasmas eliminadas fueron M. orale, M. hyorhinis y

M. arginini.

Pagina 48




Maestria en Microbiologia Molecular
Celeste Pérez

Efecto del tratamiento

Efecto del tratamiento sobre la tasa de crecimiento

El efecto del tratamiento con S pg/ml de MIN sobre la tasa de
crecimiento se evalué a distintos tiempos sobre diferentes lineas
celulares. Se observo una disminucion en la tasa de crecimiento en
todas las lineas celulares estudiadas hacia el final del tratamiento.

En la figura 23 se muestran las tasas de crecimiento de cada linea
celular a las 24 horas, 3, 7 y 10 dias de tratamiento. A partir del tercer
dia, se comienza a evidenciar un mayor efecto sobre células Vero. Al
séptimo dia, LLC-MK2, Hep-2 y Vero disminuyeron la tasa de
crecimiento a valores entre el 60-69%. Al décimo dia, las tasas variaron
entre el 50 y 64%, excepto para RD, que se mantuvo 7 puntos por

debajo del valor anterior.

Fig. 23: Tasas de crecimiento (%) vs tiempo de tratamiento (d)

150%
O1d
100% m 34
50% | Ovd
O1od
0% -
RD MDCK LLC Hep2 Vero
O1d 91% 98% 91% 88% 83%
W 3d 87% 84% 85% 80% 75%
Ovd 84% 78% 69% 65% 60%
O10d 77% 64% 55% 55% 49%
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Efecto sobre la sensibilidad celular a la infeccion viral:

Para evaluar la sensibilidad de las células a la infeccion viral luego del

tratamiento ATB, las células se infectaron con virus sarampion y los

titulos obtenidos se compararon con los obtenidos en la misma linea

celular no infectada ni sometida al tratamiento. Los titulos obtenidos en

células Vero tratadas y no tratadas se muestran en la tabla 10. Los

titulos no presentaron diferencias por lo que se deduce que la

sensibilidad de la células Vero a la infeccion por sarampion no se vio

afectada por el tratamiento ATB.

Tabla 10: Titulos de la cepa vacunal de sarampion

Placa 1 Vero Vero
tratadas
Sd1 3,950 3,825
Titulos Sd2 3,825 3,825
obtenidos Sd3 3,741 3,825
Placa 2 Vero Vero
tratadas
Sd1l 3,700 3,950
Titulos Sd2 4,075 3,325
obtenidos sd3 3,950 4,075
Placa 3 Vero Vero
tratadas
Sd1l 3,575 3,700
Titulos Sd2 3,700 3,700
obtenidos Sd3 3,700 3,825

Sd 1, Sd2,Sd3: serie de dilucién 1, 2 y3
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Analisis estadistico:

Los coeficientes de variacion (CV) de los titulos obtenidos en la tabla 10
resultaron menores al 10%. Para cualquier producto biolégico se
acepta hasta un 20% de variacion (Centro Nacional de Control de
Biologicos). Segun la prueba t de student no hay diferencias entre los
valores medios de los titulos obtenidos en ambos cultivos en cada
placa, con un nivel de confianza del 5%. Segun el analisis de varianza
para un factor (ANVA), no existen diferencias de sensibilidad entre las
células Vero y Vero tratadas. Aplicando ANVA para 2 factores se
concluyo que el titulo de la vacuna de sarampion no es afectado por el
uso de Vero tratadas y que no existe variacion en los titulos entre

placas (p mayor de 0.095)

Titulos VERO

4,500
4,400
4,300
4,200
4,100

Titulos obtenidos con Vero
(intervalo de confianza de 95%) :

3,800
3,700
3,600
3,500
3,400
3,300
3,200
3,100
3,000

Titilo/IC

PLaca

Titulos VERO tratadas

Titulos obtenidos con Vero
tratadas (intervalo de confianza
de 95%)
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Discusion

Los métodos de deteccion de micoplasmas con coloraciones
intercalantes en la doble hélice de DNA, son ampliamente utilizados
debido a la sencillez de la técnica y rapidez en los resultados. La
coloracion puede realizarse directamente sobre la linea celular en
estudio o en forma indirecta, utilizando una linea indicadora,
generalmente células Vero. Para este ensayo, se inocula el sobrenadante
de las células posiblemente infectadas sobre la linea celular indicadora,
se incuba durante 7 dias y luego se realiza la tincion (Uphoff, 1992). La
desventaja de la coloracion directa es que algunas lineas presentan un
fondo citoplasmatico inespecifico que interfiere en la lectura de los
resultados. Este inconveniente se evita en el método indirecto cuando
se usan células, como las Vero, que no presentan afinidad inespecifica
por el colorante. La mayor desventaja de este método, es que requiere
una semana de cultivo durante la cual se amplifica el inéculo y se
aumenta la probabilidad de contaminar otras lineas. En nuestro
laboratorio preferimos utilizar el método directo considerando que la
manipulacion de los cultivos infectados es menor, el porcentaje de
resultados dudosos no es elevado y el resultado puede leerse a las 24
horas. Por otra parte, la observacion de la fluorescencia cuenta con un
grado de subjetividad del observador, especialmente en muestras con
infecciones leves. En nuestro laboratorio, para uniformar el criterio de
lectura, la observacion al microscopio la realiza siempre el mismo

operador.

Si comparamos los resultados del analisis de las muestras por los
métodos de Hoescht y PCR, de las 74 muestras analizadas por estos dos
meétodos, los resultados positivos fueron concordantes en 12/18 (67%)

muestras y en 54 /56 (96%) muestras negativas. Dos muestras dudosas
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por Hoescht fueron negativas por PCR. Dos muestras dudosas y cuatro
muestras negativas por Hoescht fueron positivas por PCR, confirmadas
como verdaderas positivas por ELISA y/o RFLP. Estos resultados
demuestran que la técnica de PCR, por su alta sensibilidad, es muy
eficiente para detectar infecciones leves, cuando la coloracion de
Hoéescht da negativa o dudosa y, por lo tanto, es la técnica indicada
para evaluar la eficacia de tratamientos antimicoplasmas. Un claro
ejemplo de esto es el caso del tratamiento descrito con AZM, en el que
se disminuyo6 la concentracion de micoplasmas a niveles no detectables
por Hoéescht, sin embargo la PCR se mantuvo positiva durante todo el

ensayo.

El kit de ELISA para tipificar la infeccion en lineas celulares, da
resultados 100% concordantes con RFLP para las cuatro cepas cuyos
anticuerpos estan incluidos en el equipo. No se encontraron reacciones
cruzadas con M. fermentans y M. salivarium cuyos anticuerpos no se
encuentran en el kit de enzimoinmunoensayo. Estas cepas, sin
embargo, circulan entre laboratorios de nuestro pais (Pérez, 2000), por
lo que se deberia considerar la probabilidad de un resultado falso

negativo si se utiliza solamente este kit de ELISA.

En un estudio previo que analiz6 células de distintos laboratorios de
nuestro pais, (Coronato, 1991) se encontré6 un 70% de cultivos
infectados. Nuestros resultados muestran que solo el 18% de las lineas
celulares analizadas estaban contaminadas. En nuestro laboratorio, en
un estudio retrospectivo de control de calidad de las lineas que se
mantienen de rutina, se encontré que se habia reducido la frecuencia
de contaminacion del 70% al 30% en el periodo 1991-1995 y llego6 al 0%

en el ultimo chequeo realizado (Lewis, 2001).
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La disminucion de la tasa de contaminacion por micoplasmas se debio
principalmente a 3 factores fundamentales: buenas practicas de
asepsia, mayor frecuencia en el control de micoplasmas y mejoras en el
laboratorio como fue la adquisicion de otro flujo laminar y reformas

edilicias tendientes a separar las areas de trabajo.

En esta tesis se estudiaron muestras de -cultivos enviados por
laboratorios externos y lineas celulares de nuestro laboratorio para
determinar la presencia o no de contaminacion por Micoplasmas. El
18% (20/110) de las muestras analizadas fueron positivas, 10 de
laboratorios externos y 10 del nuestro. Seis de las 10 muestras
positivas halladas en nuestro laboratorio estaban congeladas en
nitrogeno liquido desde anos anteriores a que se realizara el control
periodico de micoplasmas y 4 (4/10) se detectaron durante los controles
de rutina. El resto fueron cultivos que generalmente son enviados a

nuestro servicio para ser controlados para micoplasma.

Coronato y colaboradores (1991) postulan que el operador es la fuente
mas frecuente de contaminacion ya que la mayoria de las cepas
correspondieron a M. orale. En este trabajo hallamos 16 infecciones
simples: 7 M. orale, 4 M. arginini, 2 M. hyorhinis y 2 M. fermentans, tres
infecciones dobles por M. arginini, M. hyorhinis, en lineas dependientes
de anclaje y un caso de asociacion M. fermentans, M. salivarium, en una
linea en suspension. Analizando las siete infecciones con M. orale, 2
lineas celulares resultaron positivas durante el control de rutina; hasta
ese momento habian sido negativas por H y PCR. En base a la
tipificacion, se concluyo que habian sido infectadas a partir de células
Vero en que se estaban ensayando los tratamientos antibidoticos. En
este caso, se identifico la fuente de infeccion y ademas, se pudo

relacionar con las condiciones de trabajo, dado que debido a reformas

Pagina 54



Maestria en Microbiologia Molecular
Celeste Pérez

edilicias no podia trabajarse con las practicas habituales en flujos
laminares separados o con los intervalos de tiempo adecuados. Uno de
los cultivos estaba congelado en nuestro laboratorio desde anos
anteriores, tres provenian de otros laboratorios del pais y uno de un
laboratorio de referencia de EEUU. Anteriormente la prevalencia de
M.orale estaba asociada al operador; en la actualidad existe mayor
informaciéon acerca de la infeccion por micoplasmas y ademas, los
requerimientos de calidad para la utilizacion de cultivos celulares,
propiciaron el uso de buenas practicas de laboratorio. De acuerdo a
nuestros resultados, la principal fuente actual de diseminacion de

M.orale serian cultivos infectados no controlados.

Se encontraron 3 lineas celulares infectadas con M. arginini y
M.hyorhinis , de origen bovino y porcino, respectivamente. El suero
bovino utilizado como suplemento podria haber sido fuente de
contaminacion de estas 2 especies. M hyorhinis contaminaria el suero
durante el proceso de extraccion en los mataderos donde se faenan
conjuntamente bovinos y porcinos, ya que no hay reportes de deteccion
de micoplasmas en la tripsina de pancreas de cerdo. (Timenettsky,
1998). Considerando que los reactivos para cultivo celular utilizados en
la actualidad son controlados para micoplasmas por el fabricante (Life
Technologies, 2001; HyClon, 2000, Sigma, 2001), la fuente mas
probable de estas infecciones son los cultivos no controlados que
circulan por intercambio entre laboratorios. La tipificacion de las cepas
de micoplasmas resulto util en cuanto a la posibilidad de identificar la

ruta de infeccion en el laboratorio.

Respecto de los tratamientos con ATB, la utilizacion de TIL no resulto
practica por la diversidad de efectos toxicos, ni eficaz para la

eliminacion definitiva de la contaminacion.
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Se decidi6o evaluar AZM porque es un ATB ampliamente utilizado en
ninos con cuadro de neumonia atipica por M. pneumoniae (Mandell Gl,
1995). A las concentraciones ensayadas disminuy6 el nivel de infeccion
de manera que no se pudo detectar por Hoescht, pero no la eliminé
completamente, como se observo con el resultado de la PCR. No se pudo
ensayar a mayores concentraciones debido a los cambios morfologicos
que causaba en las células. Por lo tanto, a pesar de ser eficaz en su
aplicacion terapéutica, no demostro ser util para el tratamiento in vitro

de células infectadas.

El tratamiento con Minociclina en una concentracion de 5Spug/ml
realizando tres repiques durante diez dias, fue el de eleccion para
eliminar micoplasmas. Este esquema resulto ser eficaz, breve y de facil
aplicacion para diferentes lineas celulares. La toxicidad ejercida por
MIN a esa concentracion no afecta la morfologia celular aunque se
observa una disminucion en la tasa de crecimiento. Las lineas Vero,
HEp-2 y LLC- MK> son las que se vieron mas afectadas en su tasa de

crecimiento mientras que RD es la que menos efectos toxicos presenta.

Para la eliminacion de micoplasmas es necesario determinar
previamente la dosis maxima no citotéoxica de antibidticos a utilizar
para evitar la aparicion de resistencia por la utilizacion de bajas dosis
(Eisenhart M;1964). La sensibilidad de cada linea celular varia respecto
del ATB, del tiempo de tratamiento y de las dosis utilizadas. Por lo
tanto, no se puede estandarizar un meétodo Unico para eliminar
micoplasmas que sea efectivo y no citotoxico para cualquier linea
celular.

Se trato en un principio la linea levemente infectada (Vero +---) con los

distintos antibioticos porque se establecido que primero debia eliminar
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una infeccion leve para luego probar los antibioticos efectivos en lineas
con otros grados de infeccion. A pesar de que Vero fue una de las
células mas afectadas por el antibiotico, el tratamiento con MIN no
afecto su sensibilidad a la infeccion por el virus de sarampion, por lo
cual esta linea tratada puede seguir utilizandose en ensayos de
titulacion viral, aunque es importante tener en cuenta que la respuesta

depende de cada sistema virus-célula.

En conclusion, considerando indispensable la ausencia de micoplasmas
para garantizar la calidad de lineas celulares y productos biologicos
relacionados, recomendamos utilizar medidas de prevencion, control y

tratamiento.

a) Como medidas de prevencion reiteramos la necesidad de realizar
buenas practicas de laboratorio respetando la condiciones de la técnica
aséptica, utilizar productos y reactivos controlados por el fabricante y
considerar cualquier linea que llegue al laboratorio como probable
fuente de infeccion, manteniéndola en cuarentena hasta que los
resultados de los controles demuestren la ausencia de contaminacion

por cualquier microorganismo.

b) Respecto del control de micoplasmas, recomendamos la utilizacion de
dos técnicas, tincion de Hoescht y PCR, de acuerdo a las facilidades del
laboratorio. La utilizacion de la tincion de Hoéechst, permite ademas
visualizar cualquier contaminacion incipiente por otro microorganismo
y tiene menor costo que la PCR. Puede realizarse un screening
quincenal de todas las lineas celulares con tincion de Héechst, tomando
ademas muestras de células y congelando para realizar PCR

posteriormente, y un screening mensual o bimestral por PCR. En caso
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de muestras positivas, hacer un analisis retrospectivo por PCR de las
muestras almacenadas y una tipificacion por RFLP. La deteccion
temprana permite aislar y eliminar el cultivo infectado, la tipificacion es

util para identificar la ruta de infeccion.

c) Como procedimiento general para la eliminacion de micoplasmas
recomendamos en primera instancia eliminar el cultivo infectado. En
caso de ser imprescindible preservar la linea, utilizar un tratamiento
antibiotico. El tratamiento que recomendamos es utilizar minociclina en
una concentracion de Spug/ml realizando tres repiques durante diez dias
porque este esquema resulto ser eficaz, breve y de facil aplicacion para
diferentes lineas celulares. Sin embargo, nuestra recomendacion es que
debe evaluarse la toxicidad del ATB en la dosis maxima no citotoxica

antes de someter la linea infectada al tratamiento.
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Abreviaturas

A: Acholeplasma

ANVA: analisis de varianza para un factor
ATB: antibiético

ATCC: American Type Culture Collection
AZM: azitromicina

C: citoplasma

cc: control de células

CCIDS50: dosis infectiva 50 en cultivo celular
CM: cambios morfolégicos

CT: Cultivo de Tejidos

CV: coeficiente de variacion

d: dias

D: dudoso

DAPI: 47, 6 diamidino 2 fenilindol dihidrocloruro
DMNC: Dosis maxima no citotoxica
DMSO: dimetilsulfoxido

EBV: virus Epstein Barr

ELISA: enzimoinmunoensayo de captura
FAL: fosfatasa alcalina

lab: laboratorio

M: micoplasmas

mc: monocapa

MC: medio de crecimiento

MEM: Medio Esencial Minimo

MIN: minociclina

MM: medio de mantenimiento

ul: microlitro

N: nucleo
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ND: no determinado

NIH AIDS Research Program: Programa de Investigacion del Sindrome
de Inmunodeficiencia adquirida del Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos

nm: nanomoles

mM: micromoles

4-NPP: 4-nitrofenilfosfato

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

pb: pares de bases

PM: peso molecular

P/V: peso en volumen

V/V: volumen en volumen

pg: picogramo

RFLP: analisis de restriccion enzimatico

sd: serie de dilucion

SFB: suero fetal bovino

sus: suspension

TBE: Tris - Borato- EDTA

TIL: tilosina

U: Ureaplasama
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