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RESUMO

O presente trabalho objetivou a padronizacdo e aplicagdo de PCR para deteccdo de
contaminantes em cultivos celulares, soros e tripsinas. Foram padronizadas um total de seis
PCR para avaliar a presenca do material genético de Micoplasma (Mollicutes), Parvovirus
Suino (PPV), Circovirus Suino tipo 1 (PCV1), virus da Leucose Enzodtica Bovina (BLV) e
virus da Diarréia Bovina a Virus (BVDV) (dois ensaios). Foram ainda padronizadas duas
PCR para os genes GAPDH e B-actina para avaliar a eficiéncia das extracdes dos materiais
genéticos. A especificidade dos iniciadores, as sensibilidades e especificidades analiticas
das PCR, com a realizacdo de sequenciamento e andlise de restrigdo enzimatica foram
avaliadas na etapa das padronizacbes das PCR. ApoOs as padronizacdes, as PCR foram
aplicadas em 88 amostras de cultura celular provenientes de oito laboratérios, pertencentes
a redes oficiais e instituicdes de ensino e de pesquisa. Foram ainda analisadas 10 amostras
de tripsinas de lotes diferentes e 13 amostras de soros bovinos de lotes diferentes de alguns
dos laboratérios que enviaram as culturas celulares. A ocorréncia dos materiais genéticos
dos contaminantes celulares foi de 34,1% Micoplasma- Mollicutes; 59,1% PPV; 35,2% PCV1,
23,9% BVDV e 3,4% BLV. Nas amostras de soros bovinos e tripsinas avaliadas, foram
detectados o material genético do BVDV, PCV e PPV. Para confirmar a especificidade dos
produtos amplificados das PCR de algumas amostras de culturas celulares foi realizado o
sequenciamento. As PCR padronizadas neste estudo permitiram detectar os contaminantes
propostos nas amostras de culturas celulares, soros e tripsinas de forma rapida, especifica e
sensivel, recomendando-se, pois, suas aplicagcdes em carater de rotina para laboratérios que
trabalham com culturas celulares e seus insumos.

Palavras-chave: Culturas Celulares, Soros, Tripsinas, PCR, Micoplasma, PPV, PCV1, BLV,
BVDV.

ABSTRACT

The aim of this study was the standardization of PCR and the evaluation of their use to detect
contaminants in cell cultures, sera and trypsin. A total of six PCR reactions were developed
for detection of Mycoplasma (Mollicutes), PPV, PCV1, BLV and BVDV (two assays). Two
PCR assays were also standardized, for GAPDH and -actin genes, to evaluate the efficiency
of genetic material extraction. During standardization the specificity of primers, the analytical
sensitivity and the analytical specificity were evaluated by amplicon restriction analyses and
sequencing. After standardization, the PCR were applied to 88 cell culture samples from eight
laboratories, belonging to official laboratories network and to education and research
laboratories. We also analyzed 10 different batches of trypsin and 13 different batches of
bovine sera, supplied by the same laboratories. Our results showed the occurrence of
following DNA cell culture contamination: 34.1% for Mycoplasma- Mollicutes; 59.1% for PPV,
35.2% for PCV1; 23.9% for BVDV and 3.4% for BLV. In bovine sera and trypsin samples
DNA of BVDV, PCV and PPV was detected. To confirm the specificity of the PCR reactions,
some cell cultures samples (amplicons) were sequenced. The PCR reactions standardized in
this study allowed the detection of contaminants in cell cultures, sera and trypsin samples,
and could be used in a routine basis in laboratories working with these materials.

Keywords: Cell culture, Sera, Trypsins, PCR, Mycoplasma, PPV, PCV1, BLV, BVDV.

13



1 INTRODUCAO

O cultivo celular ¢é um recurso
imprescindivel na pesquisa académica e na
biotecnologia, sendo amplamente utilizado
em métodos de diagnéstico em virologia,
manutencdo de amostras biolégicas, como
estirpes virais, producdo de vacinas,
proteinas recombinantes e biofarmacos.

As culturas celulares, utlizadas no
diagndéstico e na producdo de vacinas,
devem ser puras e livres de contaminantes.
Culturas celulares contaminadas podem
trazer consequéncias indesejaveis como a

perda da credibilidade cientifica, a
invalidacdo de resultados e a
desvalorizacéo de produtos e

medicamentos.

As contaminacdes celulares séo
ocasionadas por agentes biolégicos e ou
quimicos. Os contaminantes biol6gicos mais
comumente encontrados em células sao
micoplasmas, virus, bactérias e leveduras,
sendo que, na maioria dos casos, a
contaminagdo pode ocorrer sem 0
conhecimento do analista.

A presenca de bactérias e leveduras, nos
cultivos celulares, é facilmente detectada
macro e microscopicamente. Contudo,
contaminacdes provenientes de agentes
como micoplasma e virus podem passar
despercebidas, proporcionando alteracées
nas células infectadas como reducdo da
taxa de crescimento, alteracdes
morfolégicas, cromossébmicas e do
metabolismo dos aminoacidos e &cidos
nucléicos.

As fontes de contaminacdo biologica das
linhagens celulares envolvem
principalmente a aquisicdo de culturas ja
contaminadas, bem como de insumos
utiizados na manutencdo das mesmas.
Estes insumos, que incluem soros e
tripsinas, por serem usualmente de origem
animal, tornam-se uma importante fonte de
contaminacdo. Procedimentos inadequados
de manipulacdo devem também ser
considerados.
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O monitoramento das culturas celulares
com testes para  verificagdo de
contaminacdo € essencial, ainda que
existam procedimentos de assepsia no local
de trabalho com as células. Metodologias
gue podem ser utilizadas na deteccdo de
contaminacg@es celulares incluem a Reacgéo
em Cadeia da Polimerase (PCR),
Isolamento em Meio de Cultura, Ensaios de
Deteccdo de Niveis de Anticorpos frente a
agentes especificos, dentre outros.

A PCR ¢é considerada uma técnica
promissora na deteccdo de contaminantes
celulares por ser rapida, apresentar
robustez, elevada sensibilidade e
especificidade analitica e diagndstica.
Devido ao fato de muitos agentes
infecciosos nao serem facilmente
cultivdveis, a PCR tem se mostrado uma
metodologia interessante para a deteccédo e
controle de contaminantes biolégicos em
cultivo celular e seus insumos.

Orgdios regulamentadores como o Food
Drug Admistration (FDA), Organizacao
Mundial de Saude (OMS), Organizacao
Mundial de Saude Animal (OIE) e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
recomendam, dentre outras técnicas, a
utiizacdo da PCR para deteccdo de
contaminantes celulares acidentais, em
especial na deteccao de agentes que nédo
causam efeito citopatico ou que infectam as
células de forma latente.

Observando-se a relevancia dos efeitos
causados pelos contaminantes celulares
principalmente no diagndstico virolégico e o
fato de que a PCR pode ser uma ferramenta
util na detecgdo destes contaminantes, o
presente trabalho objetivou padronizar
técnicas de PCR para uso na rotina de
deteccdo de Micoplasma (Mollicutes),
Circovirus Suino tipo 1, virus da Diarréia
Bovina a Virus, Parvovirus Suino e virus da
Leucose Enzodtica Bovina e avaliar a
ocorréncia destes em amostras de cultivos
celulares, soros bovinos e tripsinas.



2 LITERATURA CONSULTADA
O termo cultivo celular é utilizado para
determinar o conjunto de técnicas que
permite a manipulacdo e a manutencdo de
Células in vitro, preservando ao maximo
suas caracteristicas fisiolégicas,
bioguimicas e genéticas (Terminology...,
2011; Mahy, 2009). Em geral, os cultivos
celulares s&@o realizados através da
desagregacdo do tecido original, cultura
primaria. ou linhagens celulares por
processos  quimicos, mecanicos ou
enzimaticos de forma a obter células
isoladas com capacidade de multiplicacdo
(Freshney, 1994). Existem dois tipos de
culturas de células: i) Culturas Primarias e ii)
Linhagens Celulares (Freshney, 2006).

As Culturas Primarias sao obtidas por meio
da remocdo do o6rgao fresco, em sua
maioria de um embrido ou feto, os quais sdo
fracionados, principalmente através da acéo
de enzimas proteoliticas como tripsinas e
colagenases, até a individualizagcdo dos
grupos  celulares. O processo de
crescimento € lento, necessitando de
subcultivos periodicos. A grande
desvantagem neste processo € que apoés
um ndmero restrito de passagens
(subcultivo) as células comecam a
apresentar taxas reduzidas de multiplicacéo,
podendo enfim cessar a divisdo celular.
Outra desvantagem € a de o processo ser
mais  trabalhoso e com maiores
possibilidades de contaminacdo, além da
heterogeneidade celular. Ja a principal
vantagem € a maior sensibilidade que as
células de cultivo priméario possuem frente a
uma infeccdo viral (Ryan, 2003; Brum e
Weiblen, 2007).

As Linhagens Celulares séo obtidas a partir
de culturas primarias. Estas podem
apresentar um tempo restrito de vida ou
multiplicarem de forma continua, sendo
estas Ultimas denominadas de linhagens
continuas. As linhagens continuas sao
obtidas de células tumorais ou de tecidos
normais que sofreram transformacdo in
vitro. As principais vantagens deste tipo de
cultivo s&o o alto poder de multiplicacdo, ou
seja, permite séries interminaveis de
subcultivos se cultivadas em condicfes

apropriadas, sdo homogénias, estaveis e de
facil manuseio. Como desvantagens, podem
possuir uma menor sensibilidade a infeccao
viral do que as células primarias, devido as
modificacdes morfolégicas e fisioldgicas
(Freshney, 1994; Brum e Weiblen, 2007;
Flores, 2007; Langdon, 2008; Mahy, 2009).

2.1 Histéria e importancia do Cultivo
Celular

O Cultivo de Célula se iniciou em 1907 por
Ross Harrison quando tentava provar a
origem das fibras nervosas. Para isso
observou essas células fora do organismo,
levando em consideracdo as necessidades
basicas de uma célula, e desenvolveu um
experimento que mimetizava tais condicoes.
Harrison, com o cuidado de manter as
condicdes assépticas, dissecou o tubo
medular de um embrido de sapo e o
mergulhou em sua linfa fresca que logo
coagulou. Em seguida, selou o frasco com
parafina, observando a sua preparacao ao
microscépio todos os dias. Com esse
experimento, Harrison havia encontrado a
resposta para a procedéncia da fibra
nervosa: ela nascia da propria célula
nervosa (Friedman e Friedland, 2006; Alves
e Guimaraes, 2010).

ApOs o achado de Harrison outros cientistas
passaram a se interessar por esse modelo
de experimento, introduzindo o uso de
cultura de células em suas pesquisas.
Alexis Carrel, em 1912, desenvolveu um
modelo a partir de células cardiacas de
embrido de galinha para o cultivo. George
Gey e sua esposa Margaret, em 1951,
cultivaram células de uma amostra de
cancer de colo de utero de uma mulher de
31 anos, chamada Henrietta Lacks,
estabelecendo a linhagem Hela, utilizada
até hoje em todo mundo (Alves e
Guimaraes, 2010).

As culturas de células animais se tornaram
efetivamente  disponiveis somente no
periodo compreendido entre o final da
década de 40 e inicio da década de 50 do
século XX. Esse fato pode ser explicado
primeiramente pelo desenvolvimento de
antibioticos, que facilitaram o processo de
cultura celular e evitaram muitos problemas

15



inerentes a contaminacdes destas culturas.
Além disso, verificou-se a melhoria das
técnicas com o0 uso de ftripsina para
remocao de células necessarias para
obtencdo de linhagens celulares em
crescimento e por (ltimo, o surgimento de
linhagens celulares padronizadas com
meios de cultura quimicamente definidos,
facilitando ainda mais o processo de cultura
celular (Ryan, 2003).

A descoberta das culturas celulares
possibilitou o estudo dos organismos vivos
ao nivel celular e mesmo molecular,
permitindo avancos nas areas de biologia
celular e molecular; fisiologia e bioquimica
da célula. Proporcionou, ainda, o
desenvolvimento de modernas vacinas,
inclusive as que imunizam contra a
poliomielite, o sarampo, a caxumba e a
raiva (Freshney, 2002; Friedman e
Friedland, 2006; Langdon, 2008).

As culturas celulares s&do amplamente
utilizadas no meio académico e industrial,
sendo empregadas em métodos de
diagnéstico virolégico, manutencdo de
estirpes virais, producdo de vacinas,
proteinas recombinantes e biofarmacos
(Camargos et al., 2008; Langdon, 2008).
Podem também ser utilizadas em modelos
para estudo de doencas como as
neoplasias (Jones et al., 2008), como
ferramentas em testes de atividade
farmacolégica e mecanismo de acdo de
drogas (Combes, 2004).

Apesar da diversidade de aplicacbes, a
utilizacdo de culturas celulares pode ser
comprometida, caso sejam detectadas
contaminacgfes. As contaminacgfes celulares
podem ser ocasionadas por agentes
biolégicos, como micoplasmas, virus,
bactérias, fungos e outras células
(contaminacao cruzada) ou provocadas por
agentes quimicos como metais,
endotoxinas, outras impurezas encontradas
na prépria cultura celular, agua, meios e
soros (Ryan, 1994).
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2.2 Problemas associados as
contaminacdes celulares

As contamina¢Bes celulares ndo séo
faciimente eliminadas, provocando uma
série de consequéncias que envolvem a
prejuizos financeiros e esforco despendido
no desenvolvimento de experimentos
(Brinzeu et al, 2008). Em casos mais
graves, a descoberta dos contaminantes
pode colocar em questionamento trabalhos
passados ou atuais, proporcionar perdas de
culturas celulares ou até mesmo de
experimentos inteiros (Ryan, 1994).

A credibilidade cientifica pode se tornar
ameacada com a existéncia de relatos de
contaminagfes, 0s quais sdo capazes de
invalidar resultados e desvalorizar produtos
e medicamentos (Master, 2002). Células
contaminadas podem apresentar alteracdes
na susceptibilidade de infeccdo por outros
agentes, gerando resultados falso-negativos
(Merten, 2002) e falso-positivos.

As culturas celulares contaminadas por
agentes como micoplasmas  podem
apresentar alteragdes em suas células
infectadas como reducdo da taxa de
crescimento, alteracdes morfologicas,
cromossémicas e do metabolismo dos
aminoacidos e acidos nucléicos (Langdon,
2004).

Os contaminantes celulares podem interferir
ainda no diagnéstico de infec¢des virais e,
vacinas produzidas utilizando culturas
celulares contaminadas podem levar a
soroconversao ou doengcas em humanos ou
animais vacinados (Ryan, 1994; Weissman
e Levings, 1998; Merten, 2002).

2.2.1 Transmissao de Doencas a partir de
vacinas contaminadas

A selecao de cultivos de células apropriados
para uso na produgcdo de produtos
biolégicos tem sido um foco recorrente de
atencao e ansiedade nos ultimos 50 anos.
Questionamentos como  “O  produto
fabricado a partir de uma determinada
célula serd seguro para seres humanos?”
sempre existram. A possibilidade da



transmissdo de agentes microbianos
presentes em produtos biologicos
resultarem em infeccdo, cancer ou outro tipo
de doenca é evidente (Petricciani e Sheets,
2008).

Em animais vacinados, varias doencas ja
foram relatadas devido a utilizacdo de
vacinas de virus atenuados de uso
veterindrio contaminadas com  outros
agentes bioldgicos. Vacinas contra os virus
da Peste Suina Classica, Rinotraqueite
Infecciosa  Bovina, virus Respiratorio
Sincicial dos Bovinos contaminadas com o
virus da Diarréia Bovina a Virus (BVDV) tém
sido responsaveis por infeccdo em leitdes
vacinados ou pela origem de surtos da
doenca em bovinos (Pastoret et al., 2010).
Segundo Wilbur et al. (1994), casos de
vacinas caninas contaminadas com o virus
da Lingua Azul conduziram a morte e
abortos em cadelas.

A importancia da presenca de
contaminantes em vacinas pode ser
subestimada  (Kulcsar et al., 2010).
Recentemente, o Circovirus suino tipo 1
(PCV1) foi detectado em uma vacina
comercial contra a rotavirose humana e foi
confirmado também que o mesmo estava
presente na célula estoque utilizada para
producéo da vacina (Durham, 2010). O caso
recente de contaminacdo da vacina com
PCV1 reforca a necessidade de esforcos
continuos para reduzir a probabilidade de
introducdo de virus de origem animal em
materiais utilizados na fabricacdo de
produtos biolégicos tanto para animais
como para o homem (Ma et al., 2011).

Algumas estratégias como o virus vacinal
ser cultivado em células de espécies
diferentes das espécies alvos das vacinas
sdo propostas na tentativa de aumentar a
seguranca (Pastoret et al, 2010).
Entretanto, ha relatos de vacinas contra o
virus da Doenca de Aujeszky produzidas em
células de ovelha contaminadas com o virus
da Doenca das Fronteiras, causando a
infeccdo e consequentemente produzindo
anticorpos que tém reacdo cruzada para o
virus da Peste Suina Classica, gerando
resultados falsos-positivos no diagnéstico

sorolégico da Peste Suina Classica

(Pastoret et al., 1997).
2.3 Origens das contaminacdes

A fim de evitar ou reduzir as incidéncias de
contaminacgfes é importante o]
conhecimento, ndo somente da natureza e
identidade dos contaminantes, mas também
das fontes de contaminac8es (Ryan, 1994).

As fontes de contaminacdo biolégica sao
diversas e incluem a utilizacdo de culturas
contaminadas, as quais séo utilizadas para
produzir outras células, como as culturas
primarias que ddo origem as linhagens
celulares e podem carrear agentes
provenientes do animal doador (Coriell,
1973).

Erros de identificacdo  durante a
manipulacdo das culturas celulares, controle
inadequado de armazenagem das mesmas
e uso multiplo de linhagens celulares podem
resultar em contaminacdo cruzada, que
implica na contaminacdo de uma linhagem
celular com outra (Shimada, 2005). Este tipo
de contaminacdo pode ser capaz de
introduzir agentes que estavam presentes
em uma linhagem a outra, principalmente
guando as linhagens sdo utilizadas para
producéo de virus (Merten, 2002).

Outras fontes de contaminacéo de extrema
importancia sdo os insumos utilizados para
0 crescimento e manutencdo das células,
como meios de cultura, soros e tripsinas
(Langdon, 2004). Materiais utilizados na
manipulacdo das células como garrafas,
pipetas, ponteiras também podem ser
responsaveis pela contaminagdo celular e
em geral, devem ser esterilizados antes da
sua utilizacao (Mirjalili et al., 2005).

A realizagdo de procedimentos inadequados
de manipulagdo também é responsavel pela
introducdo de contaminantes nas culturas
celulares (Merten, 2002; Cobo et al., 2005).
Praticas e procedimentos envolvendo a
manipulacdo de células devem ser
realizados segundo normas de
biosseguranca ja preconizadas. Para a
manipulacdo de células humanas e outros
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primatas, devem ser usadas as praticas e a
contengdo do nivel de biosseguranca 2,
com utilizacdo de cabine de seguranca
biologica, descontaminacgéo por desinfecgao
e autoclavacdo de todo material a ser
descartado (Biosseguranca, 2006).

2.3.1 Soros e tripsinas

Os soros e tripsinas sao insumos de origem
animal que permitem a manutencdo de
cultivos  celulares. Os soros mais
amplamente utilizados sao os de bovinos
adultos, recém-nascidos ou ainda de origem
fetal (Brunner et al., 2010). J& as tripsinas
sdo extraidas geralmente de pancreas de
suinos (Merten, 2002).

O soro é utilizado como suplemento de
meios de cultura, pois contém a maioria dos
fatores necessarios para 0 crescimento
celular. O percentual de soro adicionado ao
meio varia de 5-20%. Este insumo contém
também horménios, proteinas
transportadoras e de ligacdo, lipideos,
cofatores enzimaticos, inibidores para a
acdo da tripsina, dentre outros (Langdon,
2008).

A tripsina € uma enzima responsavel pela
dissociacdo  celular, necessaria para
realizacdo de culturas celulares. Em geral, a
utilizacdo de tripsinas ocorre quando a
confluéncia celular estd em torno de 90 a
100%, necessitando de um subcultivo para
evitar a morte celular (Brinzeu et al., 2008;
Brunner et al., 2010).

A obtencdo da tripsina se da a partir de
extratos pancreaticos de suinos, sendo
geralmente empregados métodos
cromatograficos que resultam em sua
elevada purificacéo. Entretanto, a
permanéncia  de algumas enzimas
pancredticas suinas como nucleases,
glicosilases e lipases, além da propria
atividade enzimética da tripsina, pode
contribuir para a inativacdo de virus
presentes nesse insumo (Marcus-Sekura et
al., 2011).

Embora essenciais as culturas celulares, os
soros e tripsinas podem se tornar
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prejudiciais por serem uma potencial fonte
de contaminacdo por agentes biolégicos
(Langdon, 2004). A inativacdo destes
insumos e a realizacdo de extensivas
verificagbes de  contaminantes  séo
recomendadas a fim de evitar a introducdo
de agentes nas células (Eloit, 1997).

2.4 Contaminantes bioldgicos - critérios
para escolha dos contaminantes a serem
testados

Os contaminantes biol6gicos podem ser
divididos em dois grupos de acordo com a
dificuldade de deteccdo nas culturas
celulares. Bactérias, fungos e leveduras
constituem o grupo dos agentes mais
faciimente detectados. O outro grupo,
portanto, possui contaminantes que sédo de
dificil deteccdo como virus, micoplasmas,
protozoarios e outras células (Ryan, 1994).
Contaminacdes ocasionadas por bactérias e
leveduras sdo mais faceis de serem
detectadas quando comparadas com as
provocadas por micoplasmas e Vvirus,
principalmente pelo fato destes agentes ndo
serem detectados por macro e microscopia
(Merten, 2002; Ryan, 1994; Freshney,
1994).

Alguns critérios de escolha de quais
contaminantes celulares devem ser testados
variam de acordo com o tipo e origem do
material utilizado ou ainda podem estar
relacionados com descricdes na literatura.
Sao recomendados, por exemplo, testes
para todos os possiveis virus de humanos
guando se trabalha com linhagem celular de
origem humana (Merten, 2002). Diversos
virus murinos tém sido selecionados para
pesquisa como contaminantes em linhagens
celulares de camundongo e amostras de
tumores transplantados, pelo fato de serem
patdgenos de cobaias ou simplesmente por
existrem relatos de  contaminacdes
celulares por estes agentes (Bauer et al.,
2004).

O mesmo ocorre com iNSUMOS COMO SOros
de bovino, aos quais sdo propostos testes
de controle de qualidade para deteccao de
todos o0s possiveis virus que infectam
bovinos. Entretanto, estes testes se tornam
inviaveis por razdes econOmicas e em



muitos casos, ndo sdo necessarios. A
realizacdo de ensaios de deteccao €
aconselhavel para virus ubiquos e cujos
riscos sdo conhecidos, como o virus da
Diarréia Bovina a Virus (BVDV) em soro
bovino (Merten, 2002).

Outro fator importante é a origem geografica
do soro bovino que pode indicar a

necessidade de testes de deteccdo de
outros virus (Merten, 2002). A tabela 1
apresenta uma série de agentes virais
descritos na literatura recomendados a
serem testados em insumos como tripsinas
e soros utilizados na producéo de produtos
biologicos para uso humano.

Tabela 1- Virus recomendados a serem pesquisados em soro bovino e tripsina

Soro bovino

Tripsina

Adenovirus (grupo 1 e 2)
Akabane virus
Coronavirus bovino

Virus da Febre Efémera de bovinos
Virus da Lingua Azul

Virus da Leucose Enzodtica Bovina *
Virus da Imunodeficiéncia Bovina
Virus Respiratério Sincicial Bovino
Virus da Diarréia Bovina a Virus

Virus da febre do Vale do Rift

Virus da estomatite vesicular (Indiana
e New Jersey)
Herpesvirus bovino tipo 1,2 e 4

Virus da Febre Catarral Maligna
Virus Parainfluenza bovino tipo 3

Poliomavirus bovino

Adenovirus suino

Virus da Peste Suina Africana

Virus da Doenca de Aujeszky

Virus da encefalomielite hemaglutinante suina

Virus da Diarréia Bovina a Virus *

Virus da Peste Suina Classica

Virus da Encefalomiocardite

Virus da Influenza

Parvovirus suino *

Virus da sindrome reprodutiva e respiratoria
dos suinos

Virus da estomatite vesicular (Indiana e New
Jersey)

Virus da gastroenterite
suinos

Coronavirus Respiratério (Variante)
Enterovirus suino (incluindo virus da doenca
de Teschen Taflan)

Virus do exantema vesicular dos suinos

Virus da doenca vesicular suina

transmissivel dos

Os virus em italico sdo recomendados a serem testados independentes da regido geogréafica dos
insumos. Fonte: adaptada de Eloit (1997) citado por Merten (2002). ! Destina-se a alguns dos agentes que

foram pesquisados no presente trabalho.

Virus de bovinos e suinos séo
recomendados a serem testados em
linhagens celulares de mamiferos presentes
em bancos de células, somente se
matérias-primas de origem bovina e suina
forem utilizadas (Schiff, 2005).

Os contaminantes podem ser detectados
em um tipo especifico de linhagem celular
ou até mesmo estarem presentes em
diferentes linhagens. Os micoplasmas sé&o
considerados os contaminantes celulares
mais comumente encontrados, sendo
detectados com grande frequéncia em
células animais cultivadas in vitro (Nakai et

al., 2000; Mirjalili et al., 2005; Timenetsky et
al., 2006; Camargos et al., 2008). O
Mycoplasma orale, Mycoplasma fermentans
e Mycoplasma hominis sdo detectados em
culturas celulares, geralmente relacionados
com os analistas, pois sao fisiologicamente
encontrados no trato orofaringeo de
humanos (Hay, 1991). O Mycoplasma
hyorhinis pode ser encontrado em insumos
como ftripsinas de origem suina (Polak-
Vogelzang et al., 1990).

O BVDV também pode ser encontrado em

diversas espécies de linhagens celulares,
indicando que sua susceptibilidade ndo é
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previsivel, pois o virus ndo é detectado
somente em células de bovino (Merten,
2002).

Agentes infecciosos como o virus MVM
(Minute Virus of Mice) pertencente a familia
Parvoviridae, PVM (Pneumonia Virus of
Mice) e virus Sendai, pertencentes a familia
Paramyxoviridae, varias espécies de
micoplasmas, dentre outros, séo
comumente encontrados em linhagens
celulares de camundongo (Ayral et al,
2006).

A tabela 2 ilustra os agentes estudados
neste trabalho. Esses agentes foram
descritos na literatura e orgaos
regulamentadores como o Food Drug
Admistration (FDA), The International
Conference on Harmonisation (ICH) e
Organizagdo Mundial de Saude (WHO)
como contaminantes celulares,
recomendados a serem testados em
linhagens celulares, insumos e vacinas.

Tabela 2- Contaminantes celulares descritos na literatura e érgédos regulamentadores, tipo de

amostra analisada e Referéncia

Amostras analisadas

Contaminantes —
Soro ou tripsina

Cultivos celulares Vacinas

Virus da  Diarréia Levings e Wessman
Bovina a Virus (1991); Makoschey et al.
(2003); Eloit (1997)

Mycoplasma ssp. Characterization... (2010);

Dvorakova et al. (2005)

Circovirus Suino Plavsic (2001)
Kumar et al. (2012)

Parvovirus Suino Characterization... (2010);
Eloit (1997)

Virus da Leucose Wessman e Levings
Enzodtica Bovina (1998); Eloit (1997)

Levings e Wessman Levings e Wessman
(1991); Bolin et al. (1991); Audet et al.
(1994); Audet et al. (2000); Studer et al.
(2000) (2002)

Peredeltchouk et al. Sasakietal. (1996);
(2011); Miyaki et al. Code...(2012)
(1989); Camargos et al.

(2008); Timenetsky et

al. (2006).
Ma et al. (2011); Quintana et al. (2006);
Kumar et al. (2012) Wang et al. (2001);

McClenahan et al.
(2011); Baylis et al.
(2011)

Hallauer et al. (1971);
Hallauer et al. (1972);
Molitor et al. (1991);
Fikrigg e  Tattersall
(1992); Soares et al.
(1999);
Characterization...
(2010)

2.4.1 Virus da Diarréia Bovina a Virus

O virus da Diarréia Bovina a Virus (BVDV) é
um virus do género Pestivirus, familia
Flaviviridae, esférico, pequeno (40-60nm),
que contém um nucleocapsideo icosaédrico
revestido externamente por um envelope
derivado das membranas da célula do
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hospedeiro.  Apresenta um  genoma
constituido por uma molécula de RNA de
cadeia simples, polaridade positiva e com
aproximadamente 12,5 Kb. O genoma do
BVDV contém uma Unica janela aberta para
leitura (ORF), flanqueado por duas regides
terminais ndo traduzidas (5’ e 3' UTR). Os
genes que codificam as proteinas



estruturais se localizam na extremidade 5’
do genoma, e os que codificam as proteinas
nao estruturais, na extremidade 3’ (Collett et
al., 1988; Francky et al., 1991; Wengler et
al., 1995; Flores, 2007).

Os isolados do BVDV s&do usualmente
tipificados baseados na comparacdo de
sequéncias da regido 5’UTR, Npro e regido
E2 (Vilcek et al., 2005). A regido 5’UTR tem
sido muito utilizada em genotipagem dos
isolados desse virus, por ser uma regido
altamente conservada entre 0s pestivirus, o
que facilita a amplificacdo por PCR (Flores,
2007). Cortez et al. (2006) caracterizaram
geneticamente 19 isolados brasileiros
através da analise da regido 5’'UTR.

Segundo Ridpath et al. (1996), as variacdes
na sequéncia de nucleotideos na regido
5UTR do genoma permitram a
classificacdo do BVDV em dois genotipos
BVDV-1 e BVDV-2. Cada um desses
genodtipos pode possuir dois bidtipos:
citopaticos e ndo-citopaticos, de acordo com
seu efeito litco em células infectadas
(Donis, 1995). Recentemente, através de
andlises filogenéticas, foi identificado um
novo tipo de BVDV, denominado como
pestivirus atipico de bovino, isolado de um
lote de soro fetal proveniente do Brasil
(Schirrmeier et al., 2004). Este isolado tem
sido proposto a ser classificado como
BVDV-3 (Liu et al., 2009).

O BVDV é considerado um virus ubiquo
entre bovinos e pode produzir nesses
animais uma variedade de manifestacées
clinicas, que vdo desde infeccbes
subclinicas a doencas fatais (Baker, 1995).
Esse virus pode ainda infectar de forma
aguda ou persistente células de bovino ou
outras linhagens celulares expostas a
matérias primas de origem animal, como o
soro bovino (Levings e Wessman, 1991).

O biotipo normalmente encontrado do BVDV
contaminando soro fetal bovino é o néo-
citopatico, sendo incapaz de produzir
alteracdes detectaveis nas células
infectadas. O soro fetal bovino pode conter
também anticorpos contra o BVDV que
podem interferir no isolamento desse virus
em tecidos de bovinos infectados ou ainda

levar a resultados falso-positivos em testes
sorolégicos ou imunohistoquimicos (Bolin et
al., 1991).

Em geral, as contamina¢gBes celulares
ocasionadas pelo BVDV sédo dificeis de
serem detectadas ou ainda podem passar
despercebidas por tempo indeterminado
(Bolin et al.,, 1991). Estas podem causar
pequenas mudancas ha taxa de
crescimento celular e ainda interferir no
crescimento de  outros  virus, mas
considerando que o virus € nao-citopatico,
mudancas macro e microscopicas nao
serdo detectadas (Levings e Wessman,
1991; Cobo et al., 2005).

2.4.2 Micoplasmas

O termo micoplasma €& amplamente
utilizado, mas seria apenas a designacao
genérica do género Mycoplasma.
Micoplasma foi derivado das palavras
gregas, mykes (fungo / filamentos) e plasma
(forma) (Timenetski, 2008).

Os micoplasmas sao microrganismos de
300 a 800 nm de diametro, menores que as
bactérias, podem ser observados sob as
formas: filamentosa e meningocécica
(McGarrity, 1982). Pertencentes a classe
Mollicutes, familia Mycoplasmataceae, os
microorganismos do género Mycoplasma
ssp. ndo apresentam parede celular,
caracteristica essa  responsavel  por
distingui-los das bactérias (Tully, 1992).
Devido ao seu pequeno tamanho e
flexibilidade, os micoplasmas podem passar
através de filtros de 450 e 220 nm
comumente utilizados em cultivos celulares
(Hay et al., 1989).

Cerca de 20 espécies ja foram isoladas em
culturas celulares, como o Mycoplasma

hyorhinis, Mycoplasma arginini,
Mycoplasma orale, Mycoplasma
fermentans, Mycoplasma salivarium e

Acholeplasma laidawii, o0s quais s&o
frequentemente detectados. Por outro lado,
espécies como Ureaplasma urealyticum, M.
pneumoniae e M. Pirum raramente estdo
presentes (Boolske et al., 1990; Tang et al.,
2000).
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Os micoplasmas possuem um pequeno
genoma circular de fita dupla, que varia de
0,58 a 2,20 Mb, apresentando opcdes
metabolicas limitadas para sua reproducao
e sobrevivéncia, dependendo dos nutrientes
dos hospedeiros naturais ou do ambiente
em que vivem (Maniloff, 1996).

Observacdes de diversas interacdes
estabelecidas entre os micoplasmas e as
células do sistema imune, seus efeitos
imunomoduladores e a descoberta de
sistemas genéticos permitiram inferir que os
micoplasmas mudam rapidamente sua
composicao antigénica de superficie. Eles

ainda possuem uma capacidade
impressionante de manter uma arquitetura
de superficie dinamica, que é

antigenicamente e funcionalmente versatil,
contribuindo para a capacidade desse
agente se adaptar a uma grande variedade
de habitats e causar doencas, muitas das
vezes de natureza cronica (Rottem, 2003).

Os efeitos celulares ocasionados pelos
micoplasmas sao mais insidiosos do que os
produzidos por bactérias, fungos e
leveduras e podem permanecer
despercebidos microscopicamente,
causando reducdo da taxa de crescimento,
mudancas morfolégicas na composi¢cdo da
membrana, aberracbes cromossémicos,
inducdo ou supressdao de citocinas e
alteracdes no metabolismo de aminoacidos
e acidos nucléicos (McGarrity et al., 1992).

2.4.3 Circovirus Suino tipo 1

O Circovirus Suino (PCV) foi inicialmente
descrito como contaminante nao citopatico
persistente da linhagem celular de rim de
suino (PK15). Esse contaminante é hoje
conhecido como Circovirus Suino tipo 1
(PCV1) (Tischer et al., 1974; Allan et al.,
1998).

O PCV1 pertencente a familia Circoviridae,
género Circovirus, juntamente com 0s virus
da doenca das penas e bicos dos
psitacideos (BFDV), circovirus dos pombos
(PIiCV), circovirus dos gansos (GoCV) e
circovirus do canario (CaCV). O PCV ¢é
considerado um dos menores virus
infectantes de vertebrados, possui virions
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de 17 nm de didmetro, icosaédrico, ndo-
envelopado e um genoma de DNA de fita
simples circular, com aproximadamente 1,7
kb. Existem dois tipos de PCV: o PCV1 que
ndo causa sintomatologia clinica em suinos
e o PCV2, associado a sindrome
multissistémica do definhamento dos suinos
(Allan et al., 1995).

Os genomas desses virus sdo semelhantes
na sua organizacdo e apresentam 76% de
homologia. Onze janelas abertas de leitura
(ORFs) no genoma dos PCV ja foram
determinadas, mas apenas trés delas
codificam proteinas ja identificadas: ORF 1,
ORF 2 e ORF 3. A ORF 1 codifica uma
proteina, a Rep, essencial para replicacao
do DNA viral, enquanto a ORF 2 ou gene
Cap codifica a proteina do capsideo. A ORF
3 codifica uma proteina viral ndo essencial
para replicacdo, mas com papel importante
na inducdo de apoptose. A regido
intergénica contém a origem da replicacdo
(Tischer et al., 1982; Flores, 2007).

A ORF 2 é considerada uma regido espécie-
especifica para determinagdo do PCV
(Morozov et al., 1998). Trés genogrupos do
PCV2 foram identificados na Suécia com
base nas sequéncias génicas da ORF2
(Timmusk et al., 2008). No Brasil, a maioria
dos trabalhos estabelece o0 estudo
filogenético do PCV2 envolvendo
sequéncias da ORF2 (Nascimento, 2009).

A replicacdo dos PCV acontece na fase S
do ciclo celular e necessita de vérias
proteinas da célula hospedeira. Essa ocorre
no ndcleo das células e envolve a sintese
de uma molécula de fita dupla que é
denominada de replicativo intermediario
(RF). A RF é considerada um genoma
codificado por dupla polaridade (positivo
para o DNA viral e negativo para o DNA
complementar). Ap6s a sintese dessa
molécula, o genoma ¢é replicado pelo
mecanismo do circulo rolante (Flores,
2007).

O PCV1l tem sido detectado como
contaminante em  cultivos  celulares,
principalmente pelo fato de conseguir
replicar em uma variedade de células
primarias e de linhagem suina e, geralmente



ndo produzir citopatologia evidente (Flores,
2007). Embora o PCV1 néo seja patogénico
para suinos (Meehan et al., 1998), a
presenca deste virus em produto acabado,
como vacina, € inaceitavel (Quintana et al.,
2006).

2.4.4. Parvovirus Suino

O Parvovirus Suino (PPV) é um virus
icosaédrico, desprovido de envelope,
responsavel por causar falhas reprodutivas
em suinos. Outra caracteristica presente
deste virus é a capacidade de aglutinar
eritrocitos de determinadas espécies
(Flores, 2007).

Pertencente ao género Parvovirus, familia
Parvoviridae, o PPV, assim como todos os
outros membros dessa familia, apresenta
um genoma de DNA de fita simples linear
de 5 kb, caracterizado pela presenca de
estruturas na forma de grampo nas regifes
terminais (Tattersall, 2006).

O genoma apresenta duas grandes ORFs
que codificam trés proteinas do capsideo
(VP1, VP2, VP3) e uma proteina ndo
estrutural (NS1) que atravées do
processamento alternativo “splicing” codifica
as proteinas NS2 e NS3 (Figura 1). AVPl e
a VP2 sédo resultantes do “splicing” de um
mesmo RNA mensageiro. A VP3 é gerada
apos clivagem proteolitica da VP2 (Ranz et
al., 1989; Bergeron et al., 1993).

Os genes que codificam a VP2 tém sido
utilizados para deteccao de PPV por serem
pouco conservados entre o0s parvovirus,
mas capazes de detecta-lo seletivamente
(Molitor et al., 1991). Trabalhos como os
realizados por Zimmermann et al. (2006)
indicam que as sequéncias presentes nos
genes da VP1/VP2 sdo cruciais para
determinacdo de andlises filogenéticas de
isolados do PPV.

Similar aos outros parvovirus, a replicacédo
do PPV acontece com a duplicacdo da fita
simples de DNA, que serve como molde
para a progénie do DNA de fita simples e
para os transcritos de RNA (Molitor et al.,
1984).

Alguns fatores como a exigéncia de um
receptor de superficie especifico limitam a
replicacdo de um virus em uma célula
infectada. Entretanto, a replicacdo do PPV
ndo pode ser limitada a superficie celular,
uma vez que este virus € internalizado em
células permissivas e ndo permissivas como
ja demonstrado por citometria de fluxo
(Ridpath e Mengeling, 1988).

Oraveerakul et al. (1992) demonstraram a
permissibilidade do PPV por
imunofluorescéncia em células de origem
suina, bovina, felina, humana, de macaco e
hamster, entretanto, ndo conseguiram
demonstrar em células de canino (MDCK),
denominando-as de ndo permissivas. Esses
autores sugerem que existem restricdes na
replicagdio do PPV em células nao
permissivas e elas estdo associadas a
replicacdo do DNA viral, transcricdo do RNA
e expressdo do antigeno viral, como a
auséncia de producdo de proteinas néo
estruturais verificadas na replicacdo do PPV
nessas células.

O PPV causa efeito citopatico em cultivos
primarios de rim de suino e em linhagens
celulares de origem suina: ST, PK15 e SK&6,
caracterizado por arredondamento celular e
picnose (Flores, 2007). Este virus pode
ainda estabelecer infec¢céo latente em seus
hospedeiros e também causar infeccdo
latente em linhagens celulares continuas.
Devido ao seu pequeno tamanho e a alta
estabilidade, os parvovirus sdo dificeis de
serem eliminados em produtos biolégicos
derivados de culturas celulares
contaminadas. Muitas precaucdes devem
ser tomadas a fim de excluir tais agentes
em culturas celulares e em reagentes
utiizados para manté-las, como soros e
tripsinas (Hallauer et al., 1971; Fikrig e
Tattersall, 1992).

2.4.5 Virus da Leucose Enzb6otica Bovina

O virus da Leucose Enzodtica Bovina (BLV)
€ um retrovirus pertencente ao género
Deltaretrovirus, familia Retroviridae, sub-
familia Orthoretrovirinae (Virus, 2012). Este
retrovirus é o0 causador da Leucose
Enzodtica Bovina, doenga esta disseminada
nos rebanhos bovinos de todo mundo
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(Johnson e Kaneene, 1992). Em cultura de
leucacitos, a particula viral mede de 90-120
nm de diametro, constituida por um
capsideo icosaédrico, envelope
lipoglicoproteico e um genoma contendo
duas moléculas idénticas de RNA de fita
simples de polaridade positiva (Murphy et
al., 1999).

O genoma viral contém os genes gag, pol e
env que codificam proteinas estruturais
necessarias para a sintese da particula viral
e ainda uma regido chamada de X,
localizada entre os genes env e a regiao 3’
LTR e que contétm pelo menos quatro
genes, entre eles os genes Tax e Rex
envolvidos, respectivamente, na regulagéo
transcricional e pos-transcricional (Sagata
et al., 1984; Dube et al., 1997; Kerkhofs et
al., 1998).

O gene env codifica proteinas com papel
crucial no ciclo de vida do virion. As
proteinas codificadas por esse gene estdo
relacionadas ao tropismo celular e sdo alvos
para anticorpos neutralizantes (Mamoun et
al., 1990). As sequéncias do gene env
apresentam uma baixa divergéncia,
indicando um alto grau de conservacdo
entre diferentes cepas geogréficas deste
virus (Licursi et al.,2003; Camargos et al.,
2006).

A replicacdo dos retrovirus pode ser dividida
em duas fases. A primeira envolve, apés a
penetracdo e desnudamento do virus, a
sintese de uma cépia de DNA (provirus) a
partir do genoma de RNA. A segunda fase
envolve a sintese e processamento de
RNAm e sintese das proteinas virais. A
morfogénese se inicia pelo encapsidamento
do genoma, juntamente com as enzimas
virais, por precursores das proteinas
estruturais e é completada pelo brotamento
do nucleocapsideo na membrana
plasmatica (Flores, 2007).

Estudos recentes sobre a estrutura do RNA
viral in vitro e in vivo e estudos dos
fragmentos do RNA e dos complexos RNA-
proteina estdo ajudando a desvendar os
mecanismos de encapsidamento  do
genoma e fornecendo os primeiros
vislumbres dos estagios iniciais da
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montagem dos retrovirus (D'Souza e
Summers, 2005).

O BLV provoca a formacao de sincicios em
cultivo primario de baco, pulméo bovino e
células embrionarias dipléides de humanos.
Entretanto, evidéncias experimentais, como
hibridizacéo in situ, citometria de fluxo, RT-
PCR, favorecem um modelo postulando que
o0 BLV é latente em diversas células (Gillet
et al., 2007; Flores, 2007). O BLV pode
infectar in vitro células de origem humana,
simia, bovina, canina, caprina, ovina e de
morcego (Graves e Ferrer, 1976). Células
de macréfago/mondcito  provenientes de
espécies distintas podem ser infectadas in
vitro pelo BLV (Doménech et al., 2000).

Este virus é ainda descrito pela literatura e
por érgédos regulamentadores como o FDA
como sendo um possivel contaminante de
soro bovino, sendo a sua pesquisa
recomendada nestes materiais (Castle e
Robertson, 1998; Merten, 2002;
Characterization..., 2010).

2.5 Técnicas utilizadas para deteccéo de
contaminantes celulares

A existéncia de procedimentos de assepsia
no local de trabalho das células ndo é
suficiente para evitar que contaminacdes
celulares ocorram, sendo essencial o
monitoramento das culturas celulares com a
realizacdo de testes para verificacdo de
contaminantes  (Langdon, 2004). As
contaminacBes biolégicas suspeitas, mas
nao evidentes macroscopicamente,
requerem testes de controle de qualidade
nas culturas celulares e nos insumos
utilizados (Freshney, 2002).

Diversas metodologias tém sido utilizadas
para detectar as contaminagfes biolégicas
como Isolamento em Meio de Cultura,
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
Ensaio Imunoenziméatico (ELISA), Técnicas
de Coloracdo Fluorescente do DNA,
Microscopia Fluorescente e Ensaios de
Deteccdo de Niveis de Anticorpos frente a
agentes especificos (Freshney, 2002;
Merten, 2002).



As técnicas utilizadas apresentam
vantagens e desvantagens que permitem a
escolha do método mais adequado para
determinados fins. Contaminacdes celulares
ocasionadas por virus, micoplasmas e
bactérias sdo identificadas utilizando
ensaios de detecgdo de niveis de anticorpos
produzidos em camundongos (MAP) e ratos
(RAP) (Bootz et al., 2003). Esses testes sdo
realizados pela inoculacdo da célula a ser
avaliada em animais livres de
microrganismos, usando varias vias de
inoculacéo (oral, intranasal, intraperitoneal e
intracranial) e depois de um determinado
tempo sdo examinados o0s niveis de
anticorpos séricos (Schiff, 2005).

As maiores desvantagens dos ensaios MAP
e RAP sdo o uso de animais vivos e o0
extenso tempo requerido de teste, de quatro
a seis semanas (Bauer et al., 2004). Os
principios estabelecidos por Russel e Burch
(1959) denominados 3R (refine, reduce and
replace) que consistem em refinar, reduzir e
substituir o uso de animais em experimentos
continuam a servir como base ética para
experimentacdo animal e promovem, ainda,
0 desenvolvimento de métodos alternativos
como a PCR (Bootz et al., 2003; Liebsch et
al., 2011).

O isolamento em meio de cultura,
classificacdo por testes bioquimicos,
métodos de corantes fluorescentes de DNA
como o Hoescht 33258, sdo considerados
métodos classicos para deteccdo de
micoplasmas em  cultivos  celulares
(Langdon, 2004). Entretanto, o tempo do
teste é elevado com a utilizacdo dessas
metodologias, limitando significativamente o
ambito de aplicacdo em situagbes que
requerem tomadas de deciséo,
principalmente durante processos de rotina
(Volokhov et al., 2011). Além disso, muitos
micoplasmas nao séo facilmente cultivados,
sendo detectados por PCR e ELISA (Mirjalili
et al., 2005).

251 Orgdos regulamentadores -
Técnicas recomendadas para deteccao
de contaminantes celulares

The International Conference on
Harmonization (ICH) retne membros de

entidades regulamentadores e industrias
farmacéuticas da Europa, Estados Unidos e
Japao a fim de discutir aspectos técnicos e
cientificos de registro de medicamentos. A
ICH elaborou um documento que preconiza
a realizacdo de testes para avaliacdo da
seguranca viral de produtos biotecnolégicos
derivados de linhagens de células de origem
humana e animal, sendo esse documento
denominado Q5A (Viral..., 2006).

Testes de Inoculagdo in vitro, in vivo,
Ensaios de Producdo de Anticorpos em
camundongos, ratos e hamsters (MAP,
RAT, HAP) e a PCR séo recomendados no
Q5A para avaliar a presenca de
contaminantes celulares. Para deteccdo de
retrovirus como  contaminante, esse
documento recomenda a microscopia
eletrbnica, ensaios de infectividade em
culturas de células sensiveis e técnicas de
PCR baseadas na transcricdo reversa
(Viral..., 2006).

O orgao regulamentador dos EUA, Food
and Drug Administration (FDA), publicou um
documento que complementa o Q5A,
direcionado aos fabricantes de vacinas
virais, que consiste na caracterizacdo e
gualificagdo dos substratos celulares,
sementes virais e outros materiais
biologicos utilizados para a produgdo de
vacinas virais para uso humano. As técnicas
recomendadas neste documento s&o
semelhantes as propostas no Q5A. O
documento, ainda, indica a PCR como uma
ferramenta eficaz para identificar
contaminantes virais que ndo podem ser
facilmente cultivados em culturas
(Characterization..., 2010).

O Cadigo de Regulamentos Federais (CFR)
da Secretaria do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
também preconiza a realizacdo de ensaio
com anticorpo marcado com uma
molécula fluorescente para a verificacdo de
contaminantes virais ou virus estranhos em
culturas celulares utilizadas na producéo de
produtos biolégicos. Para deteccdo de
micoplasmas, sdo recomendados testes em
caldos ou agar de infusdo de coracao
(Code..., 2012).
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A Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE) apresenta uma série de testes que
podem ser utilizados na deteccdo de
micoplasmas e virus como contaminantes
celulares em materiais biologicos. A PCR é
um exemplo de metodologia recomendada
pela OIE (Tests..., 2008).

A Organizacdo Mundial de Salde (OMS)
descreve a PCR como uma metodologia
emergente e recomendada pela
Farmacopéia Européia para deteccdo de
micoplasma como contaminante celular.
Esse 6rgdo ainda relata a PCR como sendo
uma ferramenta apta a detectar agentes que
ndo causam efeito citopatico ou que
infectam as células de forma latente
(Study..., 2007).

No Brasil, a Instrugdo Normativa n.07 de 10
de marco de 2005 do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) recomenda a utlizacdo de
metodologias previstas em farmacopéias ou
referéncias nacionais ou internacionais
aceitas pelo MAPA para deteccdo de
Mycoplasma ssp. e outros agentes
estranhos em vacinas e diluentes para uso
na avicultura. Essa normativa, propde, por
exemplo, para a deteccdo de agentes
estranhos, a realizacdo de pelo menos um
dos seguintes testes: inoculacdo em
culturas celulares, ovos embrionarios ou em
galinhas conforme técnica e procedimento
estabelecido em referéncias nacionais ou
internacionais (Brasil, 2006).

A Resolucdo RDC N 55, de 16 de dezembro
de 2010, elaborada pela Agéncia de
Vigilancia  Sanitaria  (Anvisa) objetiva
estabelecer os requisitos minimos para o
registro de produtos biolégicos novos e
produtos bioldgicos no pais visando garantir
a qualidade, seguranca e eficacia. A
deteccdo de agentes estranhos em vacina é
recomendada neste documento, entretanto
0s métodos que devem ser utilizados para
tal fim ndo sd@o mencionados. Para o
controle de qualidade de hemoderivados,
como o plasma, a PCR é recomendada a
ser utilizada, sendo uma ferramenta util na
deteccdo de possiveis agentes virais
presentes (Agéncia..., 2010).

26

252 A PCR na
contaminantes celulares

deteccdo de

A aplicacdo de métodos de PCR tem atraido
muita atencao na deteccgéo de
contaminantes celulares, por causa de sua
extrema sensibilidade e especificidade, por
ser ainda uma técnica rapida e apresentar
robustez (Rawadi e Dussurget, 1995; Bauer
et al., 2004; Zhi et al., 2010).

De acordo com Volokhov et al. (2011),
embora a PCR seja uma metodologia
existente a decédas, essa técnica somente
teve sua aplicacdo no controle de qualidade
de produtos bioloégicos, em especial na
deteccdo de micoplasma, recentemente.
Esse evento pode ser atribuido a sua
simplicidade, ao curto tempo de resposta e
a um limite de deteccdo comparavel ou
superior que a PCR apresenta em relacéo
aos métodos de cultura.

Muitos agentes infecciosos sao detectados
por essa metodologia pelo fato de nao
serem facilmente cultivaveis (Merten, 2002).

Ayral et al. (2006), desenvolveram um
painel de iniciadores e controles positivos
de plasmideos de DNA para serem
utilizados por PCR em linhagens celulares,
tecidos ou soro animal. Os autores
padronizaram, por exemplo, uma PCR para
Mycoplasma ssp. tendo como alvo a regiao
16s-23s do RNA ribossémico deste
microorganismo e um método simples e
rapido de extracdo de DNA em amostras de
célula.

Timenetsky et al. (2006) observaram,
através da PCR, a ocorréncia de 30,9% de
Mollicutes em um total de 301 culturas
celulares avaliadas. Camargos et al. (2008)
também estabeleceram a ocorréncia de
Mycoplasma ssp. (Mollicutes) em cultivos
celulares através da implementagdo de um
protocolo rapido de extracdo de DNA e pelo
uso de PCR. Uma PCR para avaliar a
eficiéncia do DNA extraido tendo como alvo
0 gene da beta-actina também foi utilizada
nesse estudo.



Brinzeu et al. (2008) utilizaram também a
PCR para deteccdo de Mycoplasma ssp. em
um total de 34 culturas celulares e
verificaram em 11,65% das culturas
celulares, a presenca do DNA deste agente.
Cristo et al. (2009) realizaram uma triagem
para Mycoplasma ssp. através de PCR em
100 amostras provenientes de trés
linhagens celulares e verificaram que todas
as amostras estavam contaminadas. A PCR
utilizada por esses autores foi capaz de
monitorar a contamina¢do, uma vez que as
amostras eram tratadas com antibiéticos e
avaliadas por essa técnica.

Peredeltchouk et al. (2011) padronizaram
uma técnica de RT-PCR para deteccao de
micoplasmas (Mollicutes) a fim de aumentar
o limite de deteccdo em relagdo a uma PCR
descrita por Kuppeveld et al. (1992) e
conseguiram aumentar o limite de deteccéo,
entretanto, alguns inconvenientes
ocorreram, como o aparecimento de bandas
espurias.

A PCR foi utilizada também para detecc¢éo
do virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV),
Circovirus Suino tipo 1 (PCV1), Parvovirus
Suino (PPV) como contaminantes em
culturas celulares, vacina e soro fetal bovino
(Bolin et al., 1994; Audet et al., 2000; Vilcek
et al., 2001; Quintana et al., 2006; Baylis et
al., 2011; Ma et al.,, 2011; Kumar et al.,
2012).

Bolin et al. (1994) avaliaram a presenca do
genoma de BVDV em amostras de células
provenientes da American Type Culture
Collection (ATCC) e verificaram a presenca
do genoma do virus em diferentes espécies
de células. Audet et al. (2000) utilizaram
uma nested transcriptase reversa seguida
de PCR (RT-PCR) que foi capaz de detectar
contaminacdes ocasionadas por Pestivirus
em amostras de vacinas e verificar a
permissibilidade da cepa NADL do BVDV
em diferentes espécies de linhagens
celulares utilizadas na producdo destes
produtos biol6égicos.  Pestivirus  foram
identificados como contaminantes em soro
fetal bovino e em linhagens celulares
utiizando uma RT-PCR que contém
iniciadores que amplificam a regido 5’'UTR
(Vilcek, 2001).

Quintana et al. (2006) detectaram a
presenca do genoma de PCV1 por PCR em
duas das dezoito vacinas de suinos
avaliadas.

Para investigar a presenca do genoma do
PCV1l em linhagens celulares utilizadas
para a producdo de vacinas, Ma et al.
(2011) utilizaram uma nested-PCR que
apresenta como alvo a regido cap-rep do
genoma do PCV1. A nested-PCR utilizada
permitiu a deteccdo de até 10 cépias do
PCV1 e, a deteccdo do genoma desse
agente em uma linhagem celular de origem
bovina.

Baylis et al. (2011) utilizaram varias
metodologias para detec¢cdo do PCV1 como
agente estranho presente em vacinas,
incluindo a PCR em tempo real que foi
capaz de quantificar os niveis de DNA de
PCV1 presentes nos lotes das vacinas
contaminadas e a PCR convencional
seguida do sequenciamento dos produtos
amplificados que permitiu a confirmacéo do
genoma deste agente.

Kumar et al. (2012) desenvolveram uma
PCR convencional a fim de detectar o PCV1
em vacinas e insumos necessarios para a
sua producdo do Bharat Biotech
International Limited, localizado na india.
Nao foi detectado o DNA do PCV1 em
nenhuma vacina ou insumo avaliado.

Para a pesquisa de Parvovirus Suino como
contaminante  celular, Molitor  (1991)
padronizou uma PCR que amplifica o gene
da VP2, otimizando o numero de ciclos,
temperatura  de anelamento e a
concentracao de magneésio. A
especificidade do produto amplificado nessa
PCR foi confirmada pela restricdo
enzimatica com EcoRI. Soares et al. (1999)
desenvolveram uma PCR e uma nested-
PCR para deteccdo do PPV em linhagens
celulares infectadas e amostras clinicas.

A PCR tem sido também uma alternativa
aos métodos que requerem a utilizacdo de
animais, como os tradicionais ensaios de
producdo de anticorpos em camundongos
(MAP) (Ayral et al., 2006).
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Bauer et al. (2004) compararam a PCR com
0 MAP na deteccdo de onze diferentes
contaminantes virais de linhagens celulares
e tumores transplantados e verificaram que
a PCR apresentou resultados melhores ou
comparaveis com o MAP para todos os
agentes testados. O mesmo foi observado
por Bootz et al. (2003) quando quatorze
contaminantes virais foram avaliados pelos
dois métodos.

A PCR juntamente com métodos de andlise
filogenética tem proporcionado a deteccéo
de novos agentes estranhos. Schirrmeier et
al. (2004) conseguiram identificar um
isolado atipico do género Pestivirus,
denominado D32/00_‘HoBi’, em amostra de
soro fetal bovino de origem brasileira.
Diferentes regifes do genoma deste isolado
foram amplificadas utilizando técnicas de
Reacdo da Transcriptase Reversa seguida
de PCR (RT-PCR). Os diferentes produtos
amplificados pelas RT-PCR foram clonados,
sequenciados e submetidos a analises
filogenéticas que revelaram uma distingédo
clara deste isolado dos outros pestivirus,
permitindo assim sua caracterizacao.

Em 2005, um virus até entdo desconhecido,
o Parvovirus 4, foi detectado por PCR e
confirmado pelo sequenciamento do produto
amplificado seguido de andlise filogenética
em uma amostra de plasma de um usuéario
de droga injetavel positivo para hepatite B
(Jones et al., 2005). O novo parvovirus foi
detectado também por PCR e confirmado
por sequenciamento em preparacdes
comerciais do fator VIII da cascata de
coagulacao (Szelei et al., 2010).
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Kulcsar et al. (2010) constataram através da
PCR seguida de sequenciamento que o
Torque Teno Virus foi considerado
recentemente como um novo contaminante
em vacinas aviarias na Hungria.

Cada vez mais a PCR e outros métodos
rapidos de diagnoéstico se tornam aceitos
em entidades regulamentadoras para
deteccdo de contaminantes celulares, como
micoplasmas (Zhi et al, 2010),
proporcionando seu uso como referéncia a
ser seguida por diversas instituicdes.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Local do Experimento

Os experimentos foram realizados nos
laboratérios de Biologia Molecular (LBM) e
Laboratério de Diagndstico de Doencas
Virais (LDDV), ambos pertencentes ao
Laboratério Nacional Agropecuario de Minas
Gerais (LANAGRO/MG) e no Laboratério de
Cultivo Celular da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

3.2 Amostras

3.2.1 Controles

Foram utilizados controles positivos em
todas as reacbes de PCR. A tabela 3

descreve 0s controles positivos utilizados
neste trabalho.



Tabela 3 - Informacdes sobre os controles positivos utilizados

Controle

Descricéo

Origem

PCV1

BVDV

PPV

BLV

Micoplasma
(Mollicutes)

Beta-actina

GAPDH

DNA isolado de um sobrenadante de
cultivo de linhagens continuas de
células de rim de suino (PK15),
previamente testadas para a
presenca do PCV pelas técnicas de
Imunofluorescéncia Direta e
Imunoperoxidase

BVDV néo citopatico tipo Il, cepa W2

Cepa de Parvovirus Suino NADL-2
previamente titulada por
hemaglutinacdo

DNA isolado da linhagem celular de
rim de cordeiro (FLK), previamente
sequenciado com a nested-PCR
recomendada pela OIE

DNA do Mycoplasma bovigenitalium

DNA de linhagens celulares de
origem bovina (MDBK), suina (PK15)
e de simio (VERO)

DNA de linhagens celulares de
origem bovina (MDBK), suina (PK15)
e de simio (VERO)

Escola de Veterinaria da
UFMG

Universidade Federal de
Santa Maria.

Escola de Veterinaria da
UFMG

LANAGRO-MG

Instituto Biolégico (SP)

LANAGRO-MG

LANAGRO-MG

3.2.2 Linhagens Celulares

instituicoes

pesquisa e ensino

Foram analisadas 88 amostras de cultura
celular na forma de suspenséo contidas em
ampolas de congelamento (concentracéo
aproximada de 10° células/mL) pertencentes
a 32 linhagens celulares provenientes de
oito  laboratorios, envolvendo  cinco
laboratérios de redes oficiais codificados de
RO1 a RO5 e trés laboratérios de

codificados de IPE1 a IPE3. Em alguns
casos, uma mesma linhagem celular foi
recebida de mais de um laboratério e/ou
testada em passagens diferentes. A tabela 4
apresenta as espécies, tipo de linhagem
celular, tecido de origem e numero de
linhagens analisadas por laboratdrio para a
pesquisa de contaminantes.
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Tabela 4 - Espécie, tipo de linhagem celular, tecido de origem e numero de linhagens por
laboratério analisadas para a pesquisa de contaminantes

Origem da

Nimero de amostras testadas por laboratério

Linhagem Linhagem Tecido Total
Celuglar celular (origem) RO1 RO2 RO3 RO4 RO5 IPE1 IPE2 IPE3
MDBK Rim 04 02 03 01 02 13
Bovino EBTr Traquéia 01 01
BT Turbinado 01 01
PK15 Rim 04 02 04 11
SK6 Rim 04 01 06
Suino ST Testiculo 01 01 01 03
LLCPKI Rim 01 01
IBRS2 Rim 01 01
VERO Rim 02 01 01 01 01 02 11
MA104 Rim 01 01 01 03
Macaco BGM Rim 01 01
BSC 40 Rim 01 01
FRHK Rim 01 01
Hamster BHK21 Rim 03 02 01 05
CHO Ovario 01 01
Rato McCoy Fibroblasto 01 01
N2A Cérebro 01 01
L929 Fibroblasto 01 01
Camundongo ) ]
RAW Linfécito 01 01
Coelho RK13 Rim 02 01 03
CRFK Rim 03 01 04
Felino Cccs1 Embrionario 01 01
G355 Astrocito 01 01
Cordeiro FLK Rim 03 03
Canino MDCK Rim 02 02
Hela Cplo do o1 01
Humano gtero
Hep G2 Figado 01 01
INT 407 Intestino 01 01
TN5B 02 02
Inseto SF21 Ovario 01 01
C6/36 Larva 01 01
Equino ED Derme 02 02
Total 25 04 08 03 02 01 39 88

3.2.3 Insumos: soros bovinos e tripsinas

Foram analisadas amostras de soros
bovinos e tripsinas enviadas pelos
laboratérios RO1, RO2, RO3, RO5 e IPE3.
Dez amostras de lotes diferentes de
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tripsinas (apresentadas na forma de po)
provenientes de 6 fabricantes e 13 amostras
de lotes diferentes de soro bovino
provenientes de 11 fabricantes foram
testadas (Tabela 5).



Tabela 5 - Identificacdo dos laboratérios e insumos enviados para pesquisa de contaminantes

celulares por fabricante

Fabricante Soro Fabricante
Laboratorio Tripsina ou marca Bovi ou marca
(@) no (M)
T1 F1 SB1 M1
T2 F2 SB2 M2
T3 F3 SB3 M3
RO1 SB4 M4
SB5 M4
SB6 M5
SB7 M6
T4 F1 SB8 M7
RO2 TS F2 SB9 M8
RO3 T6 F4 SB10 M9
RO5 T7 F5 SB11 M10
T8 F1 SB12 M8
IPE3 T9 F6 SB13 M11
T10 F6
Total 10 6 13 11

3.3 Padronizacao dos Métodos
3.3.1 Extracao do Material Genético
3.3.1.1 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA de diferentes amostras
(linhagens celulares, tripsina e soro bovino
foi realizada utilizando o método de Trizol
(Invitrogen, EUA). Os diferentes tipos de
amostras foram extraidos em dias
separados e em cada extracéo realizada foi
adicionado, no minimo, um controle
negativo da extracdo, contendo 375 uL de
agua livre de nucleases. As quantidades
das amostras submetidas a extragao foram:
375 pL de suspensdo celular; 375 pL de
soro bovino e 0,05 g de tripsina diluida em
375 pL de agua livre de nucleases. Foi
adicionado 1 mL de Trizol® nas amostras e
em seguida realizada uma incubacao de 5
minutos a temperatura ambiente. Adicionou-
se 200 pyL de cloroférmio, os tubos foram
entdo agitados vigorosamente e submetidos

a uma centrifugacdo de 12.000 g durante 15
min a temperatura de 4°C. Apés a
centrifugacao, a fase aquosa superior obtida
foi transferida para outro tubo e o RNA foi
precipitado utilizando 500 pL de élcool
isopropilico e submetido a uma nova
centrifugacao de 12.000 g durante 10 min a
4°C. O sobrenadante foi descartado
invertendo cuidadosamente o tubo e o
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol
75%, homogeneizado e centrifugado a
7.500 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi
novamente descartado e o0s microtubos
foram invertidos em papel absorvente por
alguns minutos para secagem completa do
etanol. O precipitado foi ressuspendido em
20 pL de agua livre de nucleases (agua
DEPC) e o produto armazenado a -70°C,
até a sua utilizacao.

3.3.1.2 Extracéo de DNA

Foram utilizados dois métodos de extracao
de DNA: i) o método de Fenol-Cloroférmio
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(Sambrook et al., 2001) destinado a
extracdo de DNA das amostras de soro
bovino e tripsina e ii) modificacdo do
protocolo proposto por Fonseca Jr et al.
(2010) para a extracdo de DNA das
linhagens celulares.

- Extracdo de DNA- amostras de soro
bovino e tripsina

Foi utilizada uma quantidade de 500 pL de
soro bovino e 0,05g de tripsina diluida em
500 uL de agua livre de nucleases conforme
realizado por Teixeira et al. (2011) para a
extracdo de DNA utilizando o método de
Fenol-Cloroformio. As amostras de soro
bovino foram extraidas em dias diferentes
das amostras de tripsina e, em cada
extracdo foi acrescentado, no minimo um
tubo contendo 500 pL de &gua livre de
nucleases para o controle de extracao.
Adicionou-se 20 uL de Proteinase K (10
mg/mL) as amostras e os tubos foram
incubados em banho-seco a 55°C durante 1
h. Em seguida, adicionou-se 200 pL de fenol
saturado pH 8. A mistura foi homogeneizada
por inversdo e imediatamente centrifugada a
434 g durante 5 min a temperatura
ambiente. A fase aquosa superior obtida foi
transferida para outro tubo, com auxilio de
micropipeta e adicionou-se 200 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico na proporgéao
de 24:1. A mistura foi homogeneizada e
centrifugada novamente a 434 g por 5
minutos a temperatura ambiente. Coletou-se
a fase aquosa superior e transferiu-se para
um novo tubo. Foram adicionados 2x o
volume da fase aquosa de etanol 95% e 1x
o0 volume da fase aquosa de acetato de
amoénio. A mistura foi homogeneizada e
incubada a -80°C por 1 h. Apds a
incubacgéo, os tubos foram centrifugados a
18.327 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante
foi descartado cuidadosamente por inverséao
e em seguida, foi adicionado 500 pL de
etanol 70% para lavagem do DNA.
Centrifugou-se novamente 18.327 g por 10
min a 4°C e o sobrenadante foi descartado.
Os tubos foram invertidos em papel
absorvente para secagem completa do
etanol. O precipitado foi ressuspendido em
50 pyL de em tampdo TE (10mM Tris HCI
1mM EDTA, pH 8) e o produto armazenado
a -20°C, até a sua utilizacao.
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- Extracdo de DNA- linhagens celulares

O DNA das células foi extraido utilizando
uma quantidade de 20 pL de proteinase K
(10 mg/mL) em 200 pL de suspensédo
celular criopreservada. Foram
acrescentados tubos contendo 200 pL de
tampédo TE (10mM Tris HCI 1mM EDTA, pH
8) para o controle de extracdo. As amostras
foram incubadas em banho-seco a 55°C
durante 1 h. Em seguida, centrifugadas a
16.000 g por 1h a 4°C e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi ressuspendido
em tampé&o TE (10mM Tris HCI 1mM EDTA
pH 8) e incubado a 90°C durante 30 min. O
produto foi armazenado a -20°C, até a sua
utilizacao.

3.3.1.3 Dosagem de RNA e DNA

Utilizou-se o instrumento NanoVue® (GE
Healthcare, EUA) para estimar a quantidade
e a qualidade do material genético extraido
por amostra.

3.3.2 Reacdo em Cadeia pela Polimerase
- PCR

3.3.2.1 PCR para avaliacdo da eficiéncia
das extracdes

Para avaliar a eficiéncia das extrag6es dos
materiais genéticos de todas as amostras
extraidas, foram utilizadas as seguintes
PCR: a PCR em tempo real para o gene da
beta-actina (Bielanski et al., 2009) e a PCR
convencional para o gene GAPDH
desenvolvida no presente trabalho, utilizada
guando nao houve deteccdo do gene da
beta-actina. O DNA das amostras extraido
foi diretamente submetido a essas PCR,
enquanto que o RNA necessitou ser
transcrito em DNA complementar (cDNA)
para ser entdo submetido as PCR. Para
isso, utilizou-se o kit Reverse Transcription
System (Promega, EUA) conforme protocolo
estabelecido pelo fabricante.

3.3.2.2 PCR para
contaminantes celulares

deteccdo  de

Foram realizadas PCR para deteccdo do
material genético de micoplasma



(Mollicutes), PCV1, PPV e BLV a partir do
DNA extraido. O RNA foi utilizado como
produto para amplificacdo do BVDV
utilizando uma Transcricdo Reversa seguida
de PCR (RT-PCR) convencional e uma RT-
PCR em tempo real.

3.3.2.3 Iniciadores

Os pares de iniciadores utilizados para
deteccdo dos genes de GAPDH,
micoplasma (Mollicutes), BLV e BVDV foram
escolhidos recorrendo-se a literatura. Para
deteccdo dos genes GAPDH, do PPV e do
PCV1 os iniciadores foram desenhados
neste trabalho. A tabela 6 apresenta as
sequéncias dos iniciadores utilizados,
informacdes do produto amplificado e
referéncias.

- Desenho dos iniciadores para deteccédo do
material genético do GAPDH, PPV e PCV1

A partir de sequéncias dos genes GAPDH
de diferentes espécies, PPV e PCV1
disponiveis no GenBank (NCBI) foi
realizado o alinhamento dessas sequéncias
através do programa Bioedit (Hall, 1999).
Apés a verificagcdo das regides mais
conservadas, utilizou-se o programa
Primer3Plus para o desenho dos iniciadores
(Untergasser et al, 2007). Uma vez
desenhados, os pares de iniciadores foram
submetidos a andlises in silico utilizando o
programa OligoAnalyzer 3.1 (IDT, EUA)
para verificagcao de estruturas secundarias e
dimeros. Para testar a especificidade in
silico dos iniciadores foi utilizado o Primer
Blast e o Blast (NCBI).

Tabela 6 - Descricdo dos iniciadores utilizados, informacdes dos produtos amplificados e

referéncia
Agentes Iniciadores Sequéncia de iniciadores (5'3’) Regiao = Tamanho Referéncia
do
produto
Micoplasma MGSO TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC Kuppeveld et
i 16S 280 pb
(Mollicutes) GPO3 GGGAGCAAACAGGATTAGATAC CCT al. (1994)
PCV1 MestF GGTGGAGGGGGTTACAAAGT ORF 2 Presente
PCVv1 PCV1 CCGAAAGACGGGTATCTTCA (gene 283 pb
trabalho
MestR Cap)

BLV (PCR OBLV1A CTTTGTGTGCCAAGTCTCCCAGATACA Env 240 pb Manual...
externa) OBLV6A CCAACATATAGCACAGTCTGG GAAGGC P (2008)
BLV (PCR OBLV3 CTGTAAATGGCTATCCTAAGATCTACTGGC Env 341 vb Manual...
interna) OBLV5 GACAGAGGGAACCCAGTCACTGTTCAACTG P (2008)
BVDV (PCR P1 CATGCCCATAGTAGGAC 5UTR 283 bb Ridpath e

conv.) P2 CCATGTGCCATGTACAG P Bolin (1998)
F TAGCCATGCCCTTAGTAGGAC Bhudevi e
BVDV R GACGACTACCCTGTACTCAGG , .
" 5'UTR 93pb Weinstock
(gPCRY¥) Sonda 56-FAM/AACAGTGGTGAGTTCG (2001)
TTGGATGGCTT/3BHQ_1
PPV PPVMestF GGGAGGGCTTGGTTAGAATC VP1/VP 408 ob Presente
PPVMestR TTCTAGGTGCTGCTGGTGTG 2 P trabalho
VP2F CCACAGAAGGAGACCAACAC
PPV VP2R CTACCTGAGCTGGCCTAATTG VP2 117 ob Presente
Sonda 5Cy5/CAGGAACACTACCAGCAGCAGCTAACA P trabalho
CA/3IAbRQSp
NS2F GGACCAGGCAACAGACATGG Presente
PPV NS2R GTGTTGTTGGCTCGCTCCAC NS2 174 pb trabalho
Actin-Tag-F AACCAGTTCGCCATGGAT
Beta-ctina Actin-Tag-F TGCCGGAGCCGTTGT Beta- Bielanski et
(gPCR¥) Sonda Actin 56-FAM/TGATATTGCTGCGCTC actina al. (2009)
GTGGTC/3BHQ_1
GAPDH 709 F GGTGATGCTGGTGCTGAGTA GAPDH 709 pb Presente
709 R CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT trabalho

* gPCR: PCR em tempo real.
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3.3.2.3 Especificidade analitica dos

iniciadores

Os iniciadores foram testados frente aos
controles positivos dos contaminantes em
estudo e ainda frente a materiais genéticos

alvos e ndo alvos conforme mostrado na
tabela 7, com o objetivo de avaliar a
especificidade analitica dos mesmos. Os
DNAs e RNAs de bovinos e suinos foram
previamente avaliados para o gene da Beta-
ctina.

Tabela 7 - DNA dos agentes utilizados para avaliacdo da especificidade dos iniciadores

Iniciadores Material genético
PCV1 DNA de um isolado de PCV2, DNA de bovino e DNA de
suino.
PPV DNA de bovino e DNA de suino.

Micoplasma (Mollicutes)

DNA M. hyopneumoniae, DNA M. mycoides subespécie

mycoides small colony (MmSC), DNA de bovino e DNA de

suino
BLV DNA de bovino e DNA de suino.
BVDV RNA cepa NADL citopatogénica, RNA do virus da Peste

Suina Classica (PSC) cepa Bréscia, RNA bovino e RNA suino

3.3.2.4 Otimizacdo das PCR

As PCR foram padronizadas utilizando os
controles positivos previamente descritos.
Foram utilizados  também controles
negativos contendo apenas 0s reagentes
das PCR. Algumas variacdes nas PCR para
GAPDH, PCV1 e PPV, desenvolvidas neste
trabalho, foram realizadas visando fornecer
uma maior eficiéncia, sensibilidade e
especificidade as PCR.

Variagbes na temperatura de anelamento

(50, 52 e 54°C) e variacbes no tempo de
extensdo (30 e 50 s) foram realizadas na
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PCR para GAPDH. Nas PCR de PPV e
PCV1, foram realizadas variacbes nas
temperaturas de anelamento (54, 55, 56 e
57°C) e na PCR para PCV1 realizou-se
variacdes nas concentracfes dos
iniciadores (10 e 20 pmoles).

3.3.2.5 Condi¢cbes de Amplificacdo

As condicdes de amplificacdo das PCR
utilizadas neste estudo como as
constituicbes das reacdes, a marca do
termociclador utilizado, as condi¢cdes de
ciclagem estdo apresentadas na tabela 8.
Estas condicBes foram todas controladas.



Tabela 8- Descri¢cdes das reacdes, termocicladores utilizados e condi¢des dos ciclos das PCR

utilizadas
PCR Reacéo Termociclador Ciclos
Volume final 20 pL; mistura constituida Real Time PCR 7500” 50°C-2s
o T por 0,25 pmol/uL dos iniciadores Actin Fast System (Applied 95 °C — 15 min
£& direto e reverso e da sonda Actin; mix Biosystems, EUA 45X
% g TagMan® 1x (Applied Biosystems, EUA); 95°C-15s
% IS 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen, EUA) e 60°C -60s
a2 agua tratada com DEPC estéril gsp 20 pL.
Ultilizou-se 2 pL do DNA ou cDNA.
Volume final de 25 pL de solucdo Px2 Thermal Cycler 95 °C — 4 min
contendo 0,38 pmol/puL dos iniciadores (Thermo Electron 35X
= GA 709 F e R; 0,20 mM de DNTPs Corporation, EUA) 95°C-30s
5 (Promega, EUA); 15 mM de MgCl, 54°C-30s
09 (Promega, EUA); Tamp&o Taq 1x Gotaq® 72°C-50s
% g Green (Promega, EUA); 0,052 U/uL de 4°C —
o 5 Taq Gotagq® DNA polimerase (Promega,
(&) EUA) e agua tratada com DEPC estéril
gsp 20 pL. Foram utilizados 2 pL do DNA
ou cDNA na reacao.
Volume final de 20 pL constituido por 1 Bloco Duplo Biocycler 45 °C — 45 min
5 § pmol/uL dos iniciadores P1 e P2; Access (Biosystems, Brasil) 94 °C — 2 min
) Quick master® 1x (Promega, EUA) ); 0,1 35X
x U/uL  de AMV Reverse Trancriptase 94°C-30s
8 g (Promega, EUA) e agua livre de 50°C-30s
e S nucleases g.s.p 20 pL. Na reacédo foram 72°C-30s
24 utilizados 2 pL de RNA. 72 °C —5min
> Volume final de 20 pL constituido por 1 Rotor-gene 3000 50 °C - 30 min
Al pmol/uL dos iniciadores direto e reverso; (Corbett Research, 95 °C — 15 min
ad Quantifast Probe® RT-PCR mix 1x Australia) 45X
x g (Qiagen, EUA); 0,25 pmol/uL de sonda e 94°C-15s
8 IS 0,25 pL de Fast RT (Qiagen, EUA) e 4gua 50°C -45s
P livre de nucleases g.s.p 20 pL. Na reacéo
o foram utilizados 2 pL de RNA.
Volume final de 20 pL de uma mistura Bloco Duplo Biocycler 95 °C — 10 min
© constituida por 4 ng/uL dos iniciadores (Biosystems, Brasil) 30X
E_ 3 MGSO e GPO3; 0,25 mM de DNTPs 94°C-30s
g 25 (Promega, EUA); 1,5 mM de MgCl, 57°C-60s
3 ‘(5)' g (Promega, EUA); Tampao Taq 1x Gotaq® 72°C-60s
'§ =9 Green (Promega, EUA); 0,05 U/uL de Tag 72 °C — 10 min
o § g Gotaq® DNA polimerase (Promega, EUA)
Sl e agua tratada com DEPC estéril qsp 20
e pL. Na reacdo foram utilizados 2 pL de
DNA extraido.
Volume final de 25 pL de solugdo Px2 Thermal Cycler 95 °C — 5 min
contendo 1,04 pmol/pL dos iniciadores (Thermo Electron 40X
- § PCVlmest F e R; 0,20 mM de DNTPs Corporation, EUA) 95°C -25s
5 .g (Promega, EUA); 1,5 mM de MgCl, 57°C-25s
o s (Promega, EUA); Tampao Taq 1x Gotag® 72°C - 25s
% = Green (Promega, EUA); 0,052 U/uL de 72°C -5 min
a8 Taq Gotag® DNA polimerase (Promega, 4°C— =

EUA) e agua tratada com DEPC estéril
gsp 20 pL. Foram utilizados 2 puL de DNA.

continua...
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continuagéo

PCR Reacéo Termociclador Ciclos
Volume final de 25 pL de solucdo Bloco Duplo Biocycler 95 °C — 5 min
contendo 0,52 pmol/pL dos iniciadores (Biosystems, Brasil) 40X
> Tg PPVmest F e R; 0,20 mM de DNTPs 95°C-25s
oo (Promega, EUA); 1,5 mM de MgCl, 57°C-25s
; % (Promega, EUA); Tampao Taq 1x Gotag® 72°C-25s
o2 Green (Promega, EUA); 0,026 U/uL de 72°C -5 min
o 8 Taq Jumpstart (Sigma-Aldrich, EUA) e
agua tratada com DEPC estéril gsp 20 pL.
Foram utilizados 2 pL de DNA.
Volume final de 20 pL constituido por 0,5 Px2 Thermal Cycler 45 °C — 45 min
> pmol/uL dos iniciadores NS2 F e R; (Thermo Electron 94 °C — 2 min
o Access Quick master® 1x (Promega, EUA) Corporation, EUA) 40X
; 0 ); 0,1 U/uL de AMV Reverse Trancriptase 95°C-20s
O Z (Promega, EUA) e agua livre de 60°C-20s
o nucleases g.s.p 20 pL. Na reacédo foram 72°C-35s
utilizados 2 pL de RNA.
Volume final 20 pL; Solu%éo prime Time Rotor-gene 3000 50 °C — 2 min
E PPV 1x; mix Amplicon- 1x (Applied (Corbett Research, 95 °C — 15 min
o Biosystems, EUA) e &agua tratada com Australia) 40X
% > DEPC estéril gsp 20 pL. Ultilizou-se 2 pL 95°C-15s
o do DNA. 60 °C — 1 min
Volume final de 20 pL de uma mistura Veriti  Thernal Cycler 5X
: constituida por 0,4 pmol/uL  dos (Applied  Biosystems, 94 °C — 45s
> iniciadores BLV 1A e 6A; 0,2 mM de EUA) 60 °C — 60s
m © DNTPs (Promega, EUA); 1,5 mM de 72 °C - 90s
% c MgCl, (Promega, EUA); Tampao Taq 1x 30X
o 9;" Gotaq® Green (Promega, EUA); 0,02 U/uL 94 °C — 45s
Qo de Taq Jumpstart (Sigma-Aldrich, EUA) e 56 °C — 60s
g agua tratada com DEPC estéril gsp 20 pL. 72 °C - 30s
z Na reacéo foram utilizados 2 puL de DNA. 72 °C — 7 min
4°C— =
Volume final de 20 pL de uma mistura Veriti Thernal Cycler 5X
>' constituida por 0,4 pmol/uL  dos (Applied  Biosystems, 94°C-45s
a iniciadores BLV 3A e 5A; 0,2 mM de EUA) 58°C -60s
xS DNTPs (Promega, EUA); 1,5 mM de 72°C-30s
8 5 MgCl, (Promega, EUA); Tampéo Tag 1x 30X
S E Gotaq® Green (Promega, EUA); 0,02 U/uL 94°C-45s
% de Taq Jumpstart (Sigma-Aldrich, EUA) e 53°C-60s
g agua tratada com DEPC estéril gsp 20 pL. 72°C-90s
Na reacdo foram utilizados 2 puL de DNA 72°C — 7 min
amplificado da PCR externa. 4 °C —eo

3.3.3 Andlise dos Produtos das PCR

Realizou-se a eletroforese em gel de
agarose para analisar o0s produtos
amplificados pelas PCR convencionais.
Uma quantidade de 10 pL dos produtos
amplificados foi aplicada em géis de
agarose 1,5% (p/v), corados com brometo
de etidio (1,5 mg/mL). A eletroforese
ocorreu por 40 min a 100 v utilizando um
tampdo TBE (89 mM Tris-HCI; 2,5 mM
EDTA e 89 mM Acido Boérico pH 8,0). O
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produto amplificado foi visualizado por um
transiluminador com exposicdo a luz
ultravioleta, fotografado por um sistema de
fotodocumentacao (Vilber Loumart, EUA) e
analisado por comparacdo a um marcador
de tamanho molecular de 100 pb ou 50 pb.

Para as PCR em tempo real para BVDV e
Beta-actina, a analise dos produtos
amplificados foi estabelecida pelo detector
do aparelho que mensurava o sinal
fluorescente gerado pelas sondas. As



leituras das fluorescéncias foram realizadas
nos comprimentos de onda de 470 nm
(FAM) e 650 nm (CY5), correspondentes
aos fluor6foros presentes na sonda de
BVDV e Beta-actina, respectivamente. As
curvas de amplificacdo foram geradas
através do sinal da fluorescéncia
normalizada (eixo Y) em relacdo ao niumero
de ciclos (eixo X) (Gibson et al., 1996). Os
célculos da linha de base e do cycle
threshold (Ct) foram estabelecidos
automaticamente pelos softwares dos
equipamentos. Em alguns casos, esses
pardmetros foram ajustados manualmente
em relacdo aos controles de extragéo,
controles negativos e 0s controles positivos
dos ensaios.

3.3.4 Avaliacdo das PCR

As especificidades dos produtos
amplificados e a sensibilidade analitica
foram realizadas a fim de avaliar todas as
PCR. A PCR para Micoplasma (Mollicutes)
foi ainda comparada ao teste de coloragéo
Hoescht 33258, realizado no Laboratério de
Cultivo Celular da Escola de Veterinaria da
UFMG em 26 amostras de linhagens
celulares. A estatistica Kappa
(http://epitools.ausvet.com.au/content.php?p
age=Compare2Tests) foi realizada para
estabelecer a concordancia entre o0s
métodos e a interpretacdo do indice Kappa
gerado foi realizada conforme proposto por
Landis e Koch (1977). As RT-PCR para
BVDV foram avaliadas em ensaio de
proficiéncia promovido pela
Agéncia brithnica de Laboratérios de
Veterinaria e Saude Animal (AHVLA).

3.3.4.1 Especificidades dos produtos
amplificados das PCR

A especificidade das PCR foi avaliada
utilizando o sequenciamento dos produtos
amplificados dos controles positivos. Para
os produtos dos controles positivos das
PCR de PPV e PCV1, foram realizadas
ainda a analise por enzima de restricao.

3.3.4.1.1 Analise por sequenciamento

Os produtos amplificados foram submetidos
a purificacdo utilizando o kit PureLink™ Kits
(Invitrogen, EUA) com posterior
determinacdo da  concentracdo  dos
purificados pelo Nanovue (GE Healthcare,
EUA). A quantidade de cada insumo
utilizado no preparo do mix das reacdes de
sequenciamento foi calculada com base no
protocolo do Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA)
com algumas modificacBes. A reacdo foi
realizada separadamente empregando o0s
iniciadores direto e reverso de cada PCR no
termociclador Px2 Thermal Cycler (Thermo
Electron Corporation, EUA). Os produtos da
reacéo de sequenciamento foram
purificados conforme procedimento a seguir:

- Purificacdo do produto da reacdo para
sequenciamento

A purificacdo foi realizada segundo o
protocolo proposto por Figueiredo et al.
(2003) com algumas modificacdes. A
purificacdo teve inicio com a adicdo de
40 pL de isopropanol 65% em cada tubo. As
amostras foram homogeneizadas por
inversdo e mantidas ao abrigo de luz em
temperatura ambiente durante 15 minutos.
Em seguida foram centrifugadas a
11.0000 g por 25 min. Descartou-se com
cuidado o sobrenadante e adicionou-se
300 pL de etanol 60%. Os tubos foram
homogeneizados por inversdo e
centrifugados novamente a 11.0000 g por
10 min. O sobrenadante foi descartado
cuidadosamente e os tubos foram
aquecidos em banho seco a 70C por 2 min
para eliminacdo de residuos de etanol. Em
seguida, foram adicionados 14 pL de
Formamida Hi-Di (Applied Biosystems,
EUA). As amostras foram homogeneizadas
suavemente com a ajuda das maos e um
spin foi realizado na tentativa de reunir todo
o DNA presente no tubo.

- Eletroforese capilar e analise da
sequéncia

As amostras purificadas foram aplicadas em

uma placa de 96 wells ou em tubos
proprios para 0 sequenciamento e
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submetidas a uma temperatura de 96C por
3 minutos em termociclador para
desnaturacdo do DNA. Em seguida, foram
sequenciadas no aparelho ABI 3130
Genetic Analyzers (Applied Biosystems,
EUA). A edicdo das sequéncias foi realizada
no programa Bioedit v7.0 e os produtos
sequenciados foram comparados com as
sequéncias depositadas no Genbank
(NCBI).

3.3.4.1.2 Analise por enzima de restricao

Realizou-se também a anadlise por enzima
de restricdo para avaliar a especificidade
dos produtos dos controles positivos das
PCR para PPV e PCV1. O programa
Webcutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/
cutter2/) e o programa pDRAW 32 foram
utilizados para escolha das enzimas de
restricdo com base nas sequéncias dos
produtos amplificados obtidas in silico pelo
Primer Blast (NCBI). A reacdo de restricdo
enzimética ocorreu por 18h a 37°C para
digerir os produtos das PCR para PCV1 e
PPV.

3.3.4.2 Sensibilidade Analitica das PCR

A sensibilidade analitica das PCR foi
realizada visando determinar o limite de
deteccdo das mesmas frente a diluicbes dos
materiais genéticos dos controles positivos.
Os materiais genéticos foram inicialmente
mensurados com utilizacdo do equipamento
Nanovue (GE Healthcare, EUA) e em
seguida submetidos as diluicbes seriadas. A
sensibilidade analitica da PCR para
Micoplasma (Mollicutes) foi obtida pela
diluichio do DNA do Mycoplasma
bovigenitalium de 1.5 a 1:15625. As
diluicbes de 10" a 10™ foram empregadas
nos controles positivos para avaliacdo da
sensibilidade analitica das PCR para PCV1,
PPV e BLV. Para a avaliagdo da
sensibilidade analitica das RT-PCR em
tempo real e RT-PCR convencional para o
BVDV, o RNA da cepa nédo citopatica W2
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previamente titulada (10>® TCIDsy/mL) foi
diluido em base 10 até a diluicdo de 10™.

3.4 Sequenciamento em amostras de
linhagens celulares

0] produto da  amplificacdo dos
contaminantes presentes em algumas
amostras de linhagens celulares foi
submetido ao sequenciamento conforme
procedimento descrito no item 3.3.4.1.1.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Padronizacdo das PCR

4.1.1 PCR para avaliacdo da eficiéncia
das extracdes

Para avaliacdo da eficiéncia das extracdes
das amostras, foram utilizadas as PCR para
0 gene da beta-actina e para o gene
GAPDH, considerados genes constitutivos
presentes em diferentes tipos de células
(Pelt-Verkuil et al., 2008). Trabalhos como
os desenvolvidos por Ayral et al. (2006) e
Camargos et al. (2008) utilizaram uma PCR
para o gene da beta-actina como critério de
avaliagdo dos materiais genéticos extraidos
de linhagens celulares. Em nosso trabalho,
foi empregada a PCR em tempo real
baseado na tecnologia Taqman® para o
gene da beta-actina conforme proposto por
Bielanski et al. (2009). Entretanto, algumas
modificacdes nas condicbes de tempo e
temperatura foram realizadas, sendo a
padronizacdo desta PCR realizada com
controles negativos contendo apenas 0s
reagentes menos o DNA e com o DNA de
linhagens celulares de origem bovina
(MDBK), suina (PK15) e DNA de rim de
bovino. Nas condicbes de tempo e
temperatura descritas na tabela 8 foi
possivel visualizar a curva de amplificagao
do DNA das linhagens MDBK, PK15 e do
DNA de bovino e néo foi verificada
nenhuma amplificacdo nos controles
negativos (Figura 1).
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Figura 1 - Curva de amplificacdo do gene beta-actina presente em MDBK Ct: 23,90 (curva em
azul), DNA de bovino Ct: 25,78 (curva em verde) e PK15 Ct: 29,01 (curva em vermelho) através
da PCR em tempo real baseado na tecnologia TagMan™. Os tracos nas cores roxo e cinza
correspondem aos controles negativos da PCR (reagentes menos o DNA).

Para o gene GAPDH, quando a
padronizacdo da PCR foi realizada através
da otimizacdo das temperaturas de
anelamento (50, 52 e 54 °C) e do tempo de
extensdo (30 e 50 s) em DNA de linhagens
celulares de origem de macaco (VERO),
MDBK, PK15 e DNA de rim de bovino, a
temperatura de anelamento e o tempo de

extensdo que forneceram uma maior
intensidade das bandas especificas foram,
respectivamente, 54°C e 50s. Nas
condicdes descritas na tabela 8 foi possivel
a visualizacéo das bandas de
aproximadamente 708 pb correspondentes
a amplificacdo do gene GAPDH (Figura 2- A
e B).
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Figura 2-(A e B) — Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo de
GAPDH do DNA de diferentes espécies de linhagens celulares em diferentes temperaturas de
anelamento através da PCR para o gene GAPDH. Canaleta 1- DNA VERO. Canaleta 2- DNA
PK15. Canaleta 3- DNA MDBK. Canaletas 4 e 5- DNA de bovino. Canaleta 6 - Controles
negativos (reagentes menos o DNA). Canaleta 7- Padréo de tamanho molecular de 100 pb.

Na figura 2, a temperatura de anelamento
de 54°C permitiu uma melhor visualizagédo
da banda de aproximadamente 709 pb,
correspondente ao gene GAPDH dos DNAs
processados e demonstrou a diminuicdo da
intensidade de algumas bandas inferiores a
essa presentes principalmente no produto
amplificado da célula PK15. Devido a essas
razbes, essa temperatura foi entdo
selecionada.

4.1.2 PCR para
contaminantes celulares

deteccédo de

Foram padronizadas um total de seis PCR
para avaliar a presenca do material genético
de Micoplasma (Mollicutes), PPV, PCV1,
BLV e BVDV (dois ensaios) em amostras de
linhagens celulares, soros bovinos e
tripsinas extraidas. Esses agentes foram
escolhidos neste estudo por existirem
relatos na literatura de contaminacdes
celulares ocasionadas pelos mesmos ou
pelo fato de o6rgdos regulamentadores
preconizarem 0 estudo desses em
linhagens celulares e seus insumos
utiizados para producdo de produtos
biologicos. Além disso, para o BVDV, muitos
laboratérios de virologia realizam
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rotineiramente diagndéstico virolégico que
requer a utilizacdo de -cultivos celulares
livres desse agente.

Os resultados e discussdo  das
padronizacbes das PCR foram mostrados
por agente, devido as particularidades
realizadas em cada PCR.

4.1.2.1 PCR para PPV

Os iniciadores de PPV, desenhados neste
trabalho, ao serem submetidos & andlise de
especificidade in silico utlizando os
programas Primer Blast e Blast (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) demonstraram
uma amplificacdo somente para o PPV,
sendo os genes da VP1/VP2 a regido alvo.
Esses genes tém sido muito utilizados para
determinacdo de andlises filogenéticas de
isolados do PPV e embora apresente
regibes variaveis entre as amostras de
parvovirus, sdo capazes de detectar o PPV
seletivamente  (Molitor et al.,, 1991;
Zimmermann et al. 2006). Quando avaliada
a especificidade analitica dos iniciadores de
PPV frente a DNAs ndo alvos como o0s
DNAs de bovino e suino, ndo foi



evidenciada nenhuma

inespecifica.

amplificacéo

Na etapa de otimizacdo da PCR, quando
foram realizadas as variacdes nas
temperaturas de anelamento (54, 55, 56 e
57°C), a que forneceu o melhor resultado foi
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a de 57°C. Nas condicBes descritas na
tabela 8, a PCR foi capaz de amplificar um
produto de 408 pb correspondente ao DNA
do PPV. A figura 3 apresenta o resultado da
amplificagdo do DNA dos controles positivos
de PPV nas diferentes temperaturas de
anelamento.
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo dos produtos de
408 pb do PPV em diferentes temperaturas de anelamento. Canaleta 1: C+ PPV NADL-2
(Origem IPE3). Canaleta 2: C+ PPV cepa NADL-2 (Origem RO1). Canaletas 3 a 5: Controles
negativos (reagentes menos o DNA). Canaleta 6: Padrdo de tamanho molecular de 100 pb.

Na figura 3, observa-se que embora néo
tenha sido evidenciada a presenca de
bandas inespecificas nos  controles
negativos em nenhuma das temperaturas
de anelamento analisadas, optou-se por
escolher a temperatura de 57°C devido a
obtencdo de uma banda de maior
intensidade do produto amplificado do PPV
cepa NADL-2, como mostrado na canaleta
2.

O produto amplificado de 408 pb do controle
positivo de PPV foi submetido ao
sequenciamento e a analise por enzima de
restricao para determinacao da
especificidade. 0] resultado do
sequenciamento forneceu uma sequéncia
de nucleotideos que ao ser comparada com
outras sequéncias disponiveis no GenBank
(NCBI,

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nucleotide/)
demonstraram  ser  provenientes  do
Parvovirus Suino.

Os programas Webcutter 2.0
(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) e
pDRAW 32 foram utilizados para escolha da
enzima de restricdo a ser utilizada para
determinar a especificidade do produto
amplificado do C+ de PPV (figura 4). A partir
da sequéncia de numero de acesso
JN400519.1 disponivel no Genbank obtida
pelo Primer Blast (NCBI), foram
demonstradas as possiveis enzimas que
poderiam clivar esse produto. As enzimas
escolhidas foram Hindlll e Hphl. O
programa pDRAW, ainda, demonstrou in
silico como seria a eletroforese em gel de
agarose da clivagem dessas enzimas
(Figura 4).
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Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose in silico com o auxilio do programa computacional
pDRAW32, mostrando os fragmentos gerados através das enzimas de restricao Hindlll e Hphl.
Padrao de tamanho molecular de 100 pb.

A tabela 9 apresenta informacdes dessas A clivagem dessas enzimas no produto
enzimas de restrigdo como numero de amplificado do controle positivo de PPV é
cortes, posicdo do sitio de clivagem e mostrada na figura 5.

sequéncia de reconhecimento.

Tabela 9 — Enzimas de restrigdo Hindlll e Hphl e suas informagBes como nuamero de cortes,
posicao do sitio de clivagem e sequéncia de reconhecimento.

: . Posicao do sitio Sequéncia de
Enzima Nimero de Cortes de clivagem Reconhecimento (5'-3")
Hindlll 1 347 alagctt
Hphl 1 301 ggtga(ng) e (ny)tcacc
Fonte: Programas WebCutter 2.0 e pDRAW 32.
1 2.7 Sk
==, ]
— 400
p— g

Figura 5 — Andlise por enzima de restricdo em eletroforese em Gel de agarose 2% dos
produtos amplificados do DNA de PPV. Canaleta 1- Produto clivado pela acdo da enzima Hphl.
Canaleta 2- Produto clivado pela acdo da Hindlll. Canaleta 3: Produto amplificado do C+ de
PPV sem restricdo enzimatica. Canaleta 4- Padrao de tamanho molecular de 100 pb.
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A partir dos resultados apresentados na
figura 5, observa-se que a restricdo
enzimatica garantiu a especificidade do
produto amplificado de PPV, uma vez que a
clivagem dos mesmos pelas enzimas foi
semelhante aos resultados apresentados na
figura 4 e na tabela 1.

Molitor et al. (1991) padronizaram uma PCR
que amplifica o gene da VP2, otimizando o
namero de ciclos, temperatura de
anelamento e a concentracdo de magnésio
a ser aplicada em amostras clinicas e na
deteccdo deste agente como contaminante
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em linhagens de células de mamiferos.
Esses autores também utilizaram o critério
de restricdo enzimatica para avaliar a
especificidade do produto amplificado,
sendo a enzima utilizada a EcoRI.

A sensibilidade analitica da PCR para PPV
foi avaliada com as diluicdes seriadas (10™ a
10"% do DNA do controle positivo cuja
concentracao inicial foi de 31,5 ng/uL. Este
virus tinha sido previamente titulado por
hemaglutinacdo e apresentou o titulo
hemaglutinante de 128. A figura 6 apresenta
a sensibilidade analitica desta PCR.
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Figura 6 - Sensibilidade analitica da PCR para PPV com diluicdes seriadas do DNA desse
agente em eletroforese em gel de agarose 1,5%. Canaletas de 1 a 10 - Diluicdo do DNA de
PPV de 10" a 10™. Canaletas 11 e 12 - Controles negativos contendo reagentes da PCR
menos DNA. Canaleta 13 - Padrdo de tamanho molecular de 100 pb.

Como observado na figura 6, a sensibilidade
analitica foi determinada até a diluicdo de
107, correspondendo a 6,3 fg de DNA do
PPV (titulo hemaglutinante 128),
demonstrando assim uma alta sensibilidade.
Molitor et al. (1991) obtiveram o limite de
deteccéo de 100 fg de DNA desse virus na
padronizacdo de uma PCR convencional
para deteccdo do gene da VP2 do PPV em
amostras clinicas e como contaminante
celular.

Soares et al. (1999) encontraram um
resultado semelhante ao determinaram a
sensibilidade analitica de uma PCR
convencional padronizada para deteccdo do
gene NS1 do PPV a ser aplicada em
amostras clinicas e na deteccdo deste
agente como contaminante celular. A
sensibilidade desta PCR foi determinada até
a diluicido de 10° do DNA de PPV cepa
NADL-2 com titulo hemaglutinante 1024.
Esse resultado corrobora o encontrado em
nosso estudo, permitindo reforcar a alta

43



sensibilidade analitica da PCR para PPV
encontrada.

4.1.2.2 PCR para Micoplasma ( Mollicutes )

A PCR para Micoplasma (Mollicutes)
utilizada neste trabalho foi desenvolvida por
Kuppeveld et al. (1994) tendo como alvo
uma regido altamente conservada entre
todas as espécies desse género, a regiao
16S do RNA ribossémico (RNAr) e ainda
contemplando algumas espécies de
microrganismos pertencentes a classe
Mollicutes.  Trabalhos  envolvendo a
pesquisa desse agente como contaminante
celular como os desenvolvidos por
Timenetsky et al. (2006), Camargos et al.

(2008), Cristo e Santos (2009) e
Peredeltchouk et al. (2011) também
utiizaram os iniciadores descritos por
Kuppeveld et al. (1994).

A PCR foi padronizada tendo como controle
negativo os reagentes do Mix e como
controle positivo, 0 M. bovigenitalium. Nas
condicdes de tempo e temperatura
submetidas, a PCR permitiu identificar um
produto de 280 pb, apenas no controle
positivo. A especificidade analitica desses
iniciadores foi ainda testada com os DNAs
de M. hyopneumoniae, M. mycoides
subespécie mycoides small colony (MmSC),
DNA de bovino e DNA de suino (Figura 7).
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Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a especificidade analitica dos
iniciadores utilizados na PCR para Micoplasma (Mollicutes). Canaleta 1: Padréo de tamanho
molecular de 100 pb. Canaleta 2: DNA do M. bovigenitalium. Canaleta 3: DNA do M.
hyopneumoniae. Canaleta 4: DNA do M. mycoides subespécie mycoides small colony (MmSC).
Canaleta 5: DNA de suino. Canaleta 6: DNA de bovino. Canaletas 7 e 8: Controles negativos

contendo somente reagentes da PCR.

Observa-se na figura 7 um produto
amplificado de aproximadamente 280 pb,
especifico para 0s microrganismos do
género Mycoplasma ssp. somente nos
DNAs dos micoplasmas e n&o houve
nenhuma amplificacdo inespecifica quando
0os DNAs de bovino e suino foram
submetidos & PCR.
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A especificidade analitica do produto
amplificado foi confirmada por
sequenciamento, fornecendo uma
sequéncia de nucleotideos que ao ser
comparada com outras  sequéncias
disponiveis no GenBank (NCBI) pode ser
caracterizada como M. bovigenitalium.
Entretanto, sequéncias de nucleotideos de



outros micoplasmas apresentaram também
homologia com a sequéncia do produto
amplificado, mas em menor porcentagem.
Esse evento pode ser explicado pelo fato
dos iniciadores amplificarem a regido 16S
do RNAr, conservada entre 0s
micoplasmas.
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A sensibilidade analitica da PCR quando
avaliada com as diluicbes seriadas (15 a
1:15625) do DNA do M. bovigenitalium (128
ng/uL) foi determinada até a diluicdo 1:625,
correspondendo a um limite de deteccéo de
0,4 ng de DNA (Figura 8).
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose apresentando a sensibilidade analitica da PCR para
Micoplasma (Mollicutes) com diluicdes seriadas do DNA desse agente. Canaleta 1: Padrdo de
tamanho molecular de 100 pb. Canaletas de 2 a 7: Diluicdo do DNA de M.bovigenitalium de 1:5
a 1:15625 (na base 5). Canaletas 8 e 9: Controles negativos contendo somente reagentes da
PCR. Canaleta 10: DNA de M.bovigenitalium (puro). Canaleta 11: Padrdo de tamanho

molecular de 100 pb.

Resultado semelhante foi encontrado por
Camargos et al. (2008) ao avaliar a
sensibilidade analitica da PCR utilizada para
deteccdo de Micoplasma (Mollicutes) na
rotina de cultivos celulares. A PCR
padronizada por esses autores possibilitou a
deteccdo do DNA de M. bovigenitalium,
também utilizado como controle positivo, até
a diluicdo de 1:300, o que correspondeu a
um valor de sensibilidade analitica de
0,33ng de DNA.

Peredeltchouk et al. (2011) padronizaram
uma técnica de RT-PCR para deteccao de
Micoplasmas (Mollicutes) a fim de aumentar
o limite de deteccdo em relacdo a uma PCR
ja utilizada por vérios trabalhos presentes
na literatura, que inclusive foi a utilizada em

nosso trabalho. Esses autores conseguiram
aumentar o limite de deteccdo em 10 vezes,
entretanto, alguns inconvenientes ocorreram
como o aparecimento de bandas espdurias.

A PCR padronizada neste estudo foi ainda
comparada ao teste de coloracdo Hoechst
em 26 amostras de linhagens celulares de
diversas espécies animais e de origem
humana. O teste Hoechst foi usado como
referéncia para comparacdo dos resultados
obtidos pela PCR, pois é considerado um
método classico para detecgdo de
micoplasmas  em cultivos  celulares
(Langdon, 2004). Este método possui o
principio de que o corante Hoescht 33258
emite fluorescéncia sob luz ultravioleta, uma
vez ligado no DNA. Diante disso, células

45



nao contaminadas possuirdo a fluorescéncia
localizada apenas em seus nucleos. Em
contrapartida, células contaminadas
apresentardo ainda uma fluorescéncia no
citoplasma das células devido a presenca
de micoplasma (Wilson e Walker, 1936).

A PCR foi capaz de detectar o material
genético do micoplasma (Mollicites) em sete
amostras das oito detectadas pelo Hoechst
33258 e nado detectou o genoma das
espécies deste género nas amostras nao
detectadas por esse método de coloragao
(Tabela 10).

Tabela 10 - Deteccdo de Micoplasmas (Mollicutes) em amostras de culturas celulares por PCR

e coloracdo de Hoescht 33258.

Coloracgéo de PCR
Hoescht 33258 Detectado Nao detectado Total
Detectado 7 1 8
Nao detectado 0 18 18
Total 7 19 26

Os resultados dos testes presentes na
tabela 10 foram comparados utilizando a
estatistica Kappa (k) que forneceu o valor
de Kappa de 0,9065; proporcdo da
concordancia positiva de 0,9333 e
proporcdo da concordancia negativa de
0,973. De acordo com as interpretacfes do

BHK LEMA

A
Figura 9 - Método de coloracdo Hoescht 33258. A: Presenca do DNA de micoplasma nédo
evidenciada na célula BHK. B: Presenca do DNA de micoplasma detectada na célula MDBK
indicadas pelas setas.

Conforme visualizado na figura 9A, a célula
BHK apresentou a fluorescéncia localizada
somente no nuacleo celular, nao
evidenciando a presenca de micoplasma.
Entretanto, a célula MDBK apresentou a
fluorescéncia  dispersa, indicando a
presenca do DNA deste agente (figura 9B).
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valor de Kappa recomendadas por Landis e
Koch (1977), os métodos estdo em
concordancia quase perfeita. A figura 9
ilustra a deteccdo do DNA de micoplasma
pelo método de Hoescht 33258 realizado
neste estudo.

Timenetsky et al. (2006) utilizaram os
resultados dos métodos de cultura como
referéncia para comparagdo com 0S
resultados encontrados da PCR para
Mycoplasma ssp. (Mollicutes) que utilizava
0s mesmos pares de iniciadores deste
trabalho. Em um total de 301 -cultivos
celulares avaliados pelos dois métodos, a



PCR padronizada por esses autores
detectou o gene de Mycoplasma ssp.
(Mollicutes) em 64 amostras das 69
detectadas no método de cultura, nao
detectando assim o0 genoma desses
agentes em cinco amostras apenas. Em
contrapartida, detectou o genoma em 29
amostras que nao foram detectadas pelo
método de cultura. Com esses resultados,
Timenetsky et al. (2006) determinaram a
sensibilidade da PCR como sendo de 68%,
a especificidade de 97% e acuracia de 89%.

4.1.2.3 RT-PCR para BVDV

Foram padronizadas duas RT-PCR para
deteccdo do genoma de BVDV que
amplificam a regido 5’'UTR do genoma viral:
uma RT-PCR em tempo real desenvolvida
por Bielanski et al. (2009) e uma RT-PCR
convencional descrita por Ridpath e Bolin
(1998).

Quantitation data for Cyclng & FAM

As RT-PCR foram padronizadas com o RNA
da cepa nao citopatica denominada W2,
como controle positivo e com controles
negativos contendo somente os reagentes
da PCR. Os resultados dessa padronizagéo
forneceram um produto amplificado de
283 pb do controle positivo de BVDV na
PCR convencional e uma curva de
amplificacdo desse mesmo controle na PCR
em tempo real. Em ambas as PCR, nao foi
evidenciada nenhuma amplificacéo
inespecifica nos controles negativos. A
especificidade dos iniciadores utilizados
nestas PCR foi avaliada frente ao RNA da
cepa do BVDV NADL citopatogénica, RNA
do virus da PSC cepa Bréscia, RNA bovino
e RNA suino que permitiu a amplificagcao
somente no RNA da cepa NADL do BVDV
(Figura 10).

a b

Figura 10 - Especificidade dos iniciadores das RT-PCR em tempo real e convencional para o
BVDV. 10a: Curva de amplificacdo da especificidade analitica dos iniciadores. Curva em azul -
Ct: 28,64 (RNA controle positivo BVDV. Curva em verde - Ct: 33,00 (RNA cepa NADL BVDV).
Equipamento Rotor-gene 3000 (Corbett Research, Australia). 10b: Eletroforese em gel de
agarose 1,5% apresentando a especificidade analitica dos iniciadores da PCR convencional
para BVDV. Canaleta 1: RNA virus da PSC cepa Bréscia. Canaleta 2: RNA de bovino.
Canaleta 3: RNA de suino. Canaleta 4: RNA cepa NADL BVDV. Canaleta 5: RNA controle
positivo. Canaleta 6: Padréo de tamanho molecular de 100 pb.

No caso da PCR em tempo real, a
especificidade do ensaio foi atribuida a
utilizacdo de uma sonda complementar a
uma regido interna do produto de PCR e
apresenta um composto a ela ligado que

emite um sinal fluorescente especifico da
sequéncia alvo (Pelt-Verkuil et al., 2008).

Budhevi e Weinstock (2001) desenvolveram
uma técnica de PCR em tempo real
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baseada na tecnologia TagMan para
deteccdo e classificagdo do BVDV tendo
como alvo também a regido 5’'UTR. Para
avaliar a especificidade do ensaio,
diferentes cepas referéncia desse virus,
incluindo a cepa NADL e outros virus de
bovinos, tais como o rotavirus bovino,
coronavirus bovino, virus da Rinotraqueite
Infecciosa Bovina, dentre outros, foram
testados na PCR em tempo real. A PCR
permitiu identificar, corretamente, através do
uso de sondas especificas todas as cepas
do BVDV e néo foi capaz de identificar os
outros virus de bovinos.

Considerando o0s resultados encontrados
por Budhevi e Weinstock (2001), em nosso
estudo, especial atencdo foi dada a
utilizacdo de um RNA de outro pestivirus, do
virus da PSC, devido a grande importancia

do diagnéstico diferencial entre os virus
desse género.

Na RT-PCR convencional, a especificidade
do produto amplificado foi determinada
através do sequenciamento do controle
positvo de BVDV que indicou uma
sequéncia de nucleotideos provenientes
desse virus. Weinstock et al. (2001), na
avaliacdo da especificidade dos produtos
amplificados da RT-PCR para o BVDV,
padronizada para ser aplicada em amostras
de pool de soros de bovinos, realizaram
também o sequenciamento dos produtos
amplificados de cepas referéncias do BVDV.

As sensibilidades analiticas das RT-PCR
convencional e em tempo real foram
determmadas através de diluicdes seriadas
(10 a 10 )do RNA do BVDV néo C|t0pat|co
W2 previamente titulado, contendo 10°°
TCIDso/mL (Figura 11).
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Figura 11 - Sensibilidade analitca das RT-PCR para o BVDV a partir de diluic6es seriadas do
RNA do controle positivo. 11a: Cepa BVDV néo citopatica W2 utilizada na determinacéo da
sensibilidade analitica das RT-PCR, titulada e visualizada pela técnica de imunoperoxidase
(aumento 100x). 11b: Curva de amphﬂcagao das diluicdes seriadas do RNA do controle
posmvo (C+) de BVDV (10" a 10 %) constando as curvas do RNA C+ puro (Ct: 26,33), RNA C+
10" (Ct: 31,08), RNA C+ 10° (Ct: 33,63), RNA C+ 10° (Ct: 38,30). Foram utilizados dois
controles negativos contendo os reagentes da PCR menos DNA. Equipamento Rotor-gene
3000 (Corbett Research, Australia). 11c: Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a
sensibilidade analitica da PCR convencional para BVDV com d|IU|<;oes serladas do RNA do
controle positivo. Canaletas de 1 a 8: Diluicio do RNA de BVDV de 10™ a 10°. Canaletas 9 a
11: Controles negativos contendo somente reagentes da PCR. Canaleta 12: Padrdo de
tamanho molecular de 100 pb.
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As duas RT-PCR detectaram o RNA do
controle positivo até a diluigdo de 10% 0 que
correspondeu a um limite de deteccdo de
10?8 TCIDso/mL.

Resultados semelhantes foram encontrados
por Fulton et al. (1999) quando
padronizaram uma nested-RT-PCR para
classificar cepas referéncias do BVDV,
vacinas de bovinos contendo virus vivo
modificado e cepas referéncias do virus da
Doenca das Fronteiras. Ao avaliar a
sensibilidade analitica frente a 3 cepas do
BVDV (Nebrasca, NADL e 890), esses
autores verificaram uma sensibilidade de
10 TCIDgy/0,025 mL, o equivalente a
10*° TCIDgo/mL.

Embora trabalhos na literatura relatem uma
maior sensibilidade analitica da RT-PCR em
tempo real em relacdo a convencional para
o0 BVDV (Bhudevi e Weinstock, 2001), em
nosso estudo a sensibilidade de ambas foi
equivalente. A PCR em tempo real é
considerada uma técnica mais rapida em
relagdo a PCR convencional, pois permite
que a amplificacdo e a detec¢cdo ocorram
simultaneamente em um sistema fechado,
nao necessitando assim da realizacao da
eletroforese em gel de agarose (Pelt-Verkuil
et al., 2008). A PCR convencional permite
com maior facilidade a realizacdo de
sequenciamento genbmico a partir do
produto amplificado, sem haver
necessidade, dependendo do tamanho do
fragmento gerado, de realizacdo de
clonagem para posterior realizacdo do
sequenciamento. Além disso, a realizagao
de ensaios de restrigdo enzimatica quando
sdo gerados fragmentos de tamanhos
maiores que a PCR em tempo real também
é faciltada com a realizacdo da PCR
convencional. Entretanto, a PCR em tempo
real apresenta elevada especificidade
atribuida ao uso de sondas especificas.

Diante disso, as duas técnicas sao de
extrema valia como ferramentas a serem
aplicadas, por exemplo, em diagndstico,
podendo inclusive ser utilizadas em

conjunto  refinando ainda mais o0s

resultados.

As RT- PCR em tempo real e convencional
padronizadas neste estudo foram ainda
utilizadas em novembro de 2011, em ensaio
de proficiéncia promovido pela agéncia
britAnica AHVLA que enviou quatro
amostras de sangue de bovino para serem
processadas e testadas quanto a presenca
ou auséncia do RNA de BVDV. Todas as
amostras foram exatamente caracterizadas
qguanto a detecgdo ou ndo do RNA deste
agente pelas duas metodologias. Esses
resultados reforcam ainda mais a aplicacdo
dessas duas técnicas de PCR na deteccao
do BVDV.

4.1.2.4 PCR para PCV1

A especificidade dos iniciadores de PCV1
desenhados neste trabalho foi avaliada in
silico utilizando os programas Primer Blast e
Blast (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) que demonstraram uma
amplificacdo somente para o PCV1, sendo a
regido alvo o gene Cap (ORF2). De acordo
com Morozov et al. (1998), essa regiao é
considerada espécie-especifica para
determinacéo dos PCV.

Além disso, a especificidade analitica
desses iniciadores foi determinada frente ao
DNA de um isolado de PCV2, gentiimente
cedido pela Escola de Veterinaria da UFMG
e com os DNA de suino e bovino. Os
resultados da PCR mostraram que o0s
iniciadores ndo se anelaram a nenhum
desses DNAs nao alvos.

Quando a PCR para PCV1 foi submetida a
variacbes na temperatura de anelamento
(54, 55, 56 e 57°C) e na concentracdo dos
iniciadores (10 e 20 pmoles), a temperatura
de anelamento escolhida foi a de 57 °C e a
concentracao de iniciadores de 20 pmoles.
Diante dessas condicfes, a PCR foi capaz
de amplificar um produto de
aproximadamente 283 pb, correspondente
ao DNA de PCV1 (Figura 12).
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Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose 1,5 % apresentando a amplificacdo do DNA do
controle positivo de PCV1. Canaleta 1: Controle negativo contendo somente reagentes da
PCR. Canaleta 2: DNA do PCV1. Canaleta 3: Padrdo de tamanho molecular de 100 pb

O sequenciamento e a analise por enzima
de restricdo foi realizada para determinagéo
da especificidade do produto amplificado de
283 pb do controle positivo. Ao comparar a
sequéncia de nucleotideos obtida pelo
sequenciamento do controle positivo com
outras sequéncias disponiveis no GenBank
(NCBI), o resultado indicou uma sequéncia
de nucleotideos proveniente do PCV1.

Baylis et al. (2011) também utilizaram o
sequenciamento como critério de avaliagédo
da identidade dos produtos amplificados da
PCR convencional padronizada por eles que
amplifica também o gene Cap para ser
aplicada na deteccdo do DNA desse agente
em varios lotes comerciais de uma vacina
contra a rotavirose humana.
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Para andlise de restricdo, a sequéncia de
ndmero de acesso JN133303.1 disponivel
no Genbank obtida pelo Primer Blast (NCBI)
foi inserida nos programas Webcutter 2.0
(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) e
pDRAW 32 que permitiram a escolha da
enzima de restricdo Hpal (KspAl), para ser
utilizada na determinacéo da especificidade
do produto amplificado do C+ de PCV1.

Analises in silico obtidas por esses
programas permitiram inferir que essa
enzima apresenta um sitio de clivagem na
posicdo 195, sendo a sequéncia de
reconhecimento (GTT'AAC) gerando o0s
fragmentos de tamanho 195 e 88 pb (Figura
13A). A clivagem pratica da Hpal no produto
amplificado do controle positivo de PCV1 é
mostrada na figura 13B.
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Figura 13 - A. Eletroforese em gel de agarose in silico com o auxilio do programa
computacional pPDRAW32 mostrando os fragmentos gerados através da enzima de restricdo
Hpal. Padrdo de tamanho molecular de 100 pb. B. Eletroforese em Gel de agarose 2%
apresentando analise por enzima de restricdo do DNA de PCV1. Canaleta 1: Padrao de
tamanho molecular de 100 pb. Canaleta 2: Produto amplificado do C+ de PCV1 sem restricdo
enziméatica. Canaleta 3: Produto clivado pela a¢do da enzima Hpal.

O resultado da restricdo enzimatica A sensibilidade analitica da PCR para PCV1

conforme visualizado na figura 13A foi
semelhante com a restricdo esperada obtida
in silico (figura 13B). A restricdo enzimatica
permitiu confirmar a especificidade do
controle positivo de PCV1, uma vez que
gerou os esperados fragmentos de 195 e

foi avaliada com as diluicdes seriadas (10™ a
10"% do DNA do controle positivo, cuja
dosagem inicial mensurada pelo NanoVue®
(GE Healthcare, EUA) foi 134 ng/uL. A
figura 14 apresenta a sensibilidade analitica
desta PCR.

88 pb resultantes da clivagem da Hpal no
produto amplificado.
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Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a sensibilidade analitica da
PCR para PCV1 com dilujcdes seriadas do DNA desse agente. Canaletas de 1 a 10: Diluicdo
do DNA de PCV1 de 10" a 10™. Canaleta 11: DNA de PCV1 (puro). Canaleta 12: Controle
negativo contendo somente reagentes da PCR. Canaleta 13: Padrdo de tamanho molecular de
100 pb.

51



Como visualizado nesta figura, a
sensibilidade analitca da PCR foi
determinada até a diluicdo de 10°,
correspondente a 268 fg de DNA de PCV1.

Resultado semelhante foi encontrado por
Kumar et al. (2012) ao determinarem a
sensibilidade analitca de duas PCR
convencionais padronizada por eles para
ser aplicada na deteccdo do PCV1 em
vacinas e insumos necessarios para a sua
producdo. As PCR convencionais com o0s
iniciadores 3F-5R e 3F-4R apresentaram as
suas sensibilidades analiticas frente ao
controle positivo de PCV1 presente na
célula PK15 diluido em base 10, nas
diluicdes de 10”7 e 10™°, respectivamente.
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4.1.2.5 PCR para BLV

Foi utilizada uma nested-PCR que amplifica
a regido do gene env presente no genoma
viral do BLV, regido altamente conservada
(Tests..., 2008). Essa metodologia é
recomendada pela OIE para deteccao do
DNA proviral do BLV e estad descrita no
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animals 2011 (Manual..., 2008).

As PCR externa e interna foram
padronizadas com controles negativos
contendo os reagentes da PCR menos o
DNA e com o controle positivo sendo o DNA
extraido da linhagem celular de rim de
ovelha (FLK). Nas condi¢cdes de tempo e
temperatura submetidas, as PCR externa e
interna foram capazes de amplificar
produtos de 440 e 341pb, respectivamente,
apenas no controle positivo (Figura 15).

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando os produtos amplificados da
PCR externa (a) e interna (b) para o BLV. Canaletas 1: Controle positivo de BLV. Canaletas 2 e
3: Controle negativo contendo somente reagentes da PCR. Canaletas 4: Padrdo de tamanho

molecular de 100 pb.

A especificidade analitica desses iniciadores
foi ainda testada com os DNAs de bovino e
DNA de suino que ndo permitiu nenhuma
amplificacdo inespecifica com esses DNAs
ndo alvos. A especificidade analitica do
produto amplificado da nested-PCR foi
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confirmada pelo sequenciamento gerando
uma sequéncia de nucleotideos obtida dos
gene env que em comparagdo com outras
sequéncias disponiveis no GenBank (NCBI)
correspondiam as sequéncias do BLV.



A sensibilidade analitica da nested-PCR
quando avaliada com as diluicbes seriadas
(10" a 10" do DNA do C+ de BLV
(551 ng/uL) foi determinada até a diluicao

Bl

6 7 89

10*, correspondendo a um limite de
deteccéo de 1,10. 10° ng de DNA proviral
(Figura 16).
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Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a sensibilidade analitica da
nested-PCR para BLV com diluicdes seriadas do DNA desse agente. Canaletas de 1 a 10:
Diluicdo do DNA de BLV de 10" a 10°. Canaletas 11 e 12: Controle negativo contendo
reagentes da PCR menos DNA. Canaleta 13: Controle positivo de BLV. Canaleta 14: Padréao
de tamanho molecular de 100 pb. Canaleta 15: Padrédo de tamanho molecular de 50 pb.

Rola e Kuzmak (2002) encontraram
resultado semelhante quando avaliaram a
sensibilidade da nested PCR padronizada
por eles, que também tinha como alvo a
regido env do genoma do provirus do BLV e
apresentou a sensibilidade analitica cerca
de 10? ng do DNA proviral.

4.2 Aplicagbes das PCR em amostras de
linhagens celulares, soros bovinos e
tripsinas

As PCR depois de padronizadas foram
utilizadas como ferramenta na deteccdo de
Micoplasma (Mollicutes), PPV, PCV1, BLV e
BVDV em linhagens celulares, soros e
tripsinas. Conforme elucidado nos itens
3.2.2 e 3.2.3 dos Materiais e Métodos foram
analisadas 88 amostras de cultura celular,
na forma de suspenséo, pertencentes a 32
linhagens celulares provenientes dos
laboratérios de redes oficiais RO1, RO2,
RO3, RO4, RO5 e dos laboratérios de
instituicbes de ensino e pesquisa IPEL,

IPE2, IPE3. Foram ainda analisadas 10
amostras de lotes diferentes de tripsinas
(apresentadas na forma de po)
correspondentes a seis fabricantes e 13
amostras de lotes diferentes de soro bovino
correspondentes a 11 fabricantes utilizadas
pelos laboratérios RO1, RO2, RO3, RO5 e
IPE3.

Os materiais genéticos (DNA e RNA)
extraidos a partir dessas amostras foram
avaliados com a utilizagdo das PCR
padronizadas para genes normalizadores:
PCR em tempo real para beta-actina e PCR
convencional para GAPDH. Esta dUltima
somente foi utilizada quando o gene da
beta-actina néo foi detectado.

A PCR em tempo real para o gene da beta-
actina foi realizada primeiramente, devido
ao fato de ser mais rapida em relagdo a
PCR convencional para GAPDH, pois nao
requer a realizacdo da eletroforese em gel
de agarose. Entretanto, devido a
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diversidade de espécies celulares
analisadas e para ndo ocorrer a
possibilidade de invalidar alguma amostra,
caso ndo fosse detectado o gene da beta-
actina, recorremos também a PCR para o
gene GAPDH.

Das 88 amostras de DNA e RNA extraidas a
partir das culturas celulares, submetidas as
PCR para genes normalizadores, apenas
uma amostra de origem de inseto, TN5B,
cedida pelo laboratério IPE3 ndo apresentou
a deteccdo desses genes. Entretanto, essa
amostra foi mantida no estudo.

Quando realizadas as PCR para os genes
normalizadores nos materiais genéticos
extraidos dos soros bovinos, onze das treze

amostras de DNA de soro bovino
amplificaram o gene da beta-actina, sendo
gue duas amostras ndo detectadas para
esse gene permaneceram ndo detectadas
para o GAPDH. Além disso, dessas treze
amostras submetidas a extracdo de RNA,
apenas trés apresentaram  detecc¢do
somente para o gene da beta-actina.

Nas amostras de tripsina submetidas a
extracdo de RNA e DNA, apenas em uma
amostra de DNA foi detectada somente o
gene da beta-actina.

A figura 17 ilustra as curvas de amplificacdo
da PCR para beta-actina nas amostras de
DNA de soros bovinos e tripsinas.
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Figura 17 - Curva de amplificacéo do gene beta-actina presente em amostras de DNA de soros
bovinos e tripsinas através da PCR em tempo real baseado na tecnologia TagMan®.
Equipamento Real Time PCR 7500° Fast System (Applied Biosystems, EUA).
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Embora os resultados das PCR para os
genes normalizadores ndo tenham sido
completamente satisfatérios em todas as
amostras de insumos testados, nenhuma
amostra foi retirada do estudo em face de: i)
acreditar que os resultados insatisfatérios
das PCR para os genes normalizadores nas
amostras anteriormente citadas se devem
provavelmente ao fato dessas apresentar
pouca quantidade de material genético, de
modo que ndo foi garantida a amplificacdo
dos genes em estudo. ii) devido a possivel
presenca de inibidores como proteinas
presentes nesses tipos de amostra, que
mesmo sendo utilizado um método de
extragdo que possua etapas de
desnaturacao dessas substancias, como é o
caso do método utilizado neste estudo, o

Fenol-Cloroférmio (Sambrook et al., 2001),
podem ainda permanecer residuos dessas
proteinas. Isto foi evidenciado em parte
através da relagdo DNA/proteina ou
RNA/proteina dos materiais genéticos
extraidos das amostras de insumos
estabelecida pelo equipamento Nanovue®
(GE Healthcare, EUA). Os resultados dessa
relacdo variaram de 1,2-1,8 (DNA) e 1,4-1,7
(RNA), diferindo da relacéo ideal de DNA ou
RNA/proteina que deve contemplar uma
faixa de 1,8-1,9 para DNA e 1,9-2,0 para
RNA (Pelt-Verkuil et al., 2008). Os
resultados das PCR para Micoplasma
(Mollicutes), PPV, PCV1, BLV e BVDV nos
materiais genéticos extraidos das amostras
de linhagens celulares estdo apresentados
na tabela 11.

Tabela 11- Resultados encontrados por agente contaminante nas linhagens celulares dos

laboratérios participantes

- Origem da . NUmero de Quantidade de deteccdo por agente contaminante
Laboratorio  |iphagem  HMNAGEM oo idas  Micoplasma (Mollicutes) PCVI  BLV PPV BVDV
Bovina MDBK 4 1 - - 2 2
PK15 4 - 3 - 4 -
Suina SK6 4 - 4 - 4 2
(Total=10) ST 1 - - - 1 -
LLCPK-I 1 1 1 - 1 -
T 0?5:125) Macaco VERO 2 - - - 1 -
(Total=3) MA 104 1 - 1 - 1 -
Hamster BHK21 3 1 - - 1 -
Coelho RK13 2 - - - - 2
Felino CRFK 3 - 1 - 3 -
Detectado por agente/lab 3 10 18 6
Macaco VERO 3 3 - - - -
Bovina MDBK 1 1 - - - 1
(T?thZ:G) Suina PK15 1 - 1 - -
(Total=2) SK6 1 - 1 - - -
Detectado por agente/lab 4 2 1
Macaco VERO 1 1 - - - -
RO3 Bovina MDBK 2 2 - - - -
(Total=4) Suina ST 1 1 1 - - -
Detectado por agente/lab 4 1
Bovina MDBK 3 2 - - - -
Suina PK15 2 1 2 - - -
(Tg(e?liS) Macaco VERO 1 1 - - - -
Camundongo BHK21 2 - 1 - -
Detectado por agente/lab 4 3
Macaco VERO 1 1 1 - - -
RO5 (Total=2) FRHK 1 1 1 - - 1
(total=3) Humana HEP G2 1 1 - - - 1
Detectado por agente/lab 3 2 2
continua...
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continuagao

. Ndmero Quantidade de deteccéo por agente contaminante
Laboratério Origem da Linhagem de . .
Linhagem partidas Micoplasma (Mollicutes) PCV1 BLV PPV BVDV
IPE1 Bovina MDBK 1 1 1 - 1 -
(Total=2) Macaco MA 104 1 1 1 - 1 -
Detectado por agente/lab 2 2 2
IPE2 Macaco VERO 1 1 1 - - -
(total=1) Detectado por agente/lab 1 1
Bovina MDBK 2 - - - 2 2
(Total=2) EBTr 1 1 - - - 1
BT 1 - - - 1 -
PK15 4 - 3 - 3 2
Suina SK6 1 - 1 - - -
(Total=7) ST 1 - 1 - 1 -
IBRS2 1 1 - - - 1
VERO 2 - 1 - 2 -
Macaco MA 104 1 1 - - 1 -
(Total=5) BGM 1 1 - - 1 -
BSC 40 1 1 - - 1 -
Hamster BHK 1 - - - 1 -
(Total=2) CHO-K1 1 - - - 1 -
Rato McCoy 1 - 1 - 1
IPE3 (Total=2) N2A 1 - - - 1 -
(total=39) Camundongo L929 1 - - - 1 -
(Total=2) RAW 1 - - 1 1 1
Coelho RK13 1 - - - 1 1
Felino CRFK L ) ) ) L .
(Total=3) ccs8l 1 - - - 1 1
G355 1 1 - - 1 -
Cordeiro FLK 3 2 2 2* 2 3
Canino MDCK 2 1 - - 2 -
Humano Hela 1 - 1 - - -
(Total=2) INT407 1 - - - -
Inseto TNSB 2 ) ) ) 2 )
(Total=4) Sk21 1 - ] -1 -
C6/36 1 - - - 1 -
Equino ED 2 - - - 2 1
Detectado por agente/lab 9 10 3 32 13

- ndo detectado / +: detectado-: ndo detectado/ +: detectado

*: Linhagens FLK persistentemente infectada com BLV.

Micoplasma ( Mollicutes )

Neste estudo, foi encontrado o DNA do
Micoplasma (Mollicutes) em 30 das 88
amostras de culturas celulares,
correspondendo a uma ocorréncia de
33,3 % destes agentes (tabela 11). Esses
resultados sdo semelhantes ao encontrado
por Timenetsky et al. (2006) que
observaram a ocorréncia de 30,9% de
Mollicutes em um total de 301 culturas
celulares avaliadas. Ja Camargos et al.
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(2008) encontraram 19,27% (16/83) de
positividade em partidas de células
provenientes de dois laboratorios e Brinzeu
et al. (2008) que verificaram 11,65% das
culturas celulares contaminadas pelo
Mycoplasma ssp. em um total de 34 culturas
celulares.

A figura 18 apresenta o numero de
amostras detectadas quanto a presenca do
DNA do micoplasma em relagdo ao nimero
de amostras processadas por laboratério.
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Figura 18: Numero de culturas celulares detectadas com DNA de Micoplasma (Mollicutes) em
relagdo ao nimero de amostras processadas por laboratorio.

Observa-se que o DNA deste agente foi
detectado em células de todos os
laboratérios avaliados, indicando que o
mesmo é encontrado com grande
frequéncia em células animais cultivadas in
vitro (Mirjalili et al., 2005). Esses resultados
podem ser atribuidos a realizacdo de
técnicas inadequadas de manipulagdo ou
indiretamente através de insumos como

soros e tripsinas de origem animal como ja
relatado em outros trabalhos (Polak-
Vogelzang et al., 1990; Cheng et al., 2007).

Os resultados da PCR para Micoplasma
(Mollicutes) nas amostras de DNA de
algumas culturas provenientes do
laboratério IPE3 estdo ilustrados na figura
19.
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Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo dos DNA das
amostras do laboratério IPE3 pela PCR para Micoplasma (Mollicutes). Canaletas 1-4, 6, 8-10:
Amostras ndo detectadas (SF21, N2A, FLK, McCoy, RK13, MDBK, BHK e VERO). Canaletas
5, 7 e 12: Amostras detectadas (IBRS2, FLK e BGM). Canaleta 11: Controle da extracéo.
Canaleta 13: Controle negativo contendo somente reagentes da PCR menos DNA. Canaleta
14: M.bovigenitalium (C+). Canaleta 15: Padrdo de tamanho molecular de 100 pb.
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Foi utilizado o sequenciamento a partir dos
produtos amplificados de 04 amostras de
DNA das culturas celulares escolhidas
aleatoriamente nas quais foi evidenciada a
presenca do genoma de Micoplasma
(Mollicutes). As amostras selecionadas
foram: BHK21 (RO1), MDBK (RO2), FLK e

BSC40 (IPE3). Os resultados das
sequéncias obtidas através do
sequenciamento demonstraram,
respectivamente, nessas amostras

sequéncias da regido 16S do RNAr do
Acholeplasma laidlawii, Mycoplasma
arginini, Mycoplasma hyorhinis e novamente
Mycoplasma arginini.

O Acholeplasma laidlawii e o Mycoplasma
arginini sdo encontrados em culturas
celulares como contaminantes originados de
soro fetal bovino ou de soro bovino de
recém-nascido. Ja a tripsina se constitui
uma fonte importante de Mycoplasma
hyorhinis (Barile et al.,, 1973). Diante dos
resultados  encontrados através  do
sequenciamento, acredita-se que 0s
insumos foram uma das provaveis fontes de
introducéo dessas espécies de
micoplasmas nas culturas celulares.

Além disso, observa-se que o]
sequenciamento  permitiu  confirmar a
especificidade desses produtos
amplificados, uma vez que a PCR para
Micoplasma (Mollicutes) utilizada neste
estudo apresenta como alvo a regido 16S
do genoma dos microrganismos
pertencentes a classe Mollicutes.

Estes resultados evidenciam a importancia
do Micoplasma (Mollicutes) na cultura
celular, que continua sendo, até os tempos
atuais, um dos principais agentes de
contaminacéao dos cultivos celulares.
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PCV1

Conforme visualizado nas tabelas 11 e 12, o
DNA do PCV1 foi detectado em 31 das 88
amostras de cultura celular, apresentando
assim uma ocorréncia de 35,2 % deste
agente. Além disso, o DNA de PCV1 foi
detectado em maior parte nas células de
origem suina. Entretanto, a deteccdo do
DNA deste agente foi também evidenciada
em células de origem bovina, humana, de
macaco, rato e ovelha.

Esses resultados diferem dos encontrados
por Ma et al. (2011) que n&o conseguiram
detectar o DNA deste agente através de
uma nested-PCR em linhagens de humano
HEK-293, HeLa e A549 e na linhagem de
canino MDCK. No entanto, os autores
detectaram o DNA de PCV1 em linhagens
MDBK utilizada para producdo de vacinas
animais.

Resultado semelhante ao encontrado em
nosso estudo foi estabelecido por Baylis et
al. (2011) que evidenciaram o DNA deste
agente nas linhagens de epitélio de rim de
suino (PS), em células de humano
(HEK293) e células de macaco (VERO)
apos serem infectadas com o PCV1
provenientes de uma linhagem celular e de
uma vacina contra rotavirose humana.
Entretanto, esses autores evidenciaram o0s
transcritos de PCV1 por RT-PCR nessas
células avaliadas somente quando a
infeccdo foi estabelecida por esse agente
proveniente de uma linhagem celular, ndo
evidenciando os transcritos a partir da
infecc@o estabelecida pelo agente presente
na vacina.

A figura 20 apresenta o numero de culturas
celulares detectadas com genoma de PCV1
em relacgdo ao numero de amostras
processadas por laboratério.
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Figura 20: Nimero de culturas celulares detectadas com genoma de PCV1 em relagdo ao
numero de amostras processadas por laboratério.

De modo semelhante ao encontrado para culturas celulares realizados entre a maioria
micoplasma, o PCV1 foi detectado em dos laboratérios participantes, pratica esta
células de todos os laboratérios bastante realizada entre laboratérios de
participantes. Merten (2002) aponta como cultivos celulares ou ainda através da
fonte de contaminacdo biolégica, a utiizacdo de insumos como soros e
aquisicdo de culturas previamente tripsinas contaminados com este agente.
contaminadas. Em nosso estudo, apesar de
nao constar dados referentes a identificacéo A figura 21 apresenta a amplificacdo de
dos laboratorios participantes por razdo de algumas amostras de DNA de culturas
confidencialidade, provavelmente 0s celulares provenientes do laboratério IPE3
resultados obtidos se devem ao cambio de submetidas a PCR para PCV1.
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Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo dos DNA das
amostras do laboratério IPE3 através da PCR para PCV1. Canaletas 1, 4-8: Amostras
detectadas (FLK, PK15, PK15, PK15, SK6 e ST). Canaletas 2 e 9: Controle da extracéo.
Canaleta 3: Amostra ndo detectada (PK15) Canaleta 10: Controle negativo contendo somente
reagentes da PCR. Canaleta 11: Controle positivo de PCV1. Canaleta 12: Padrdo de tamanho
molecular de 100 pb. As setas indicam bandas menos intensas, mas do tamanho esperado
para o PCV1.
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O sequenciamento foi realizado a partir dos
produtos amplificados de quatro amostras
escolhidas para confirmar a presenca do
DNA de PCV1. Os produtos amplificados
submetidos ao sequenciamento foram
provenientes das amostras MA104 (RO1),
PK15 (RO4), PK15 e SK6 (IPE3). Os
resultados do  sequenciamento  dos
fragmentos revelaram uma sequéncia de
nucleotideos correspondente ao gene Cap
do genoma do PCV1, quando comparadas
as depositadas no GenBank. Esses
resultados confirmaram a especificidade dos
produtos amplificados dessas amostras.

Recentemente, devido a detecgdo deste
agente como contaminante em uma vacina
contra a rotavirose humana e na célula
utiizada para producdo deste produto
(Durham, 2010), uma atencédo especial foi
dada na deteccdo do PCV1 em produtos
biolégicos. Diante disso e devido ao fato de
que em nosso estudo, o PCV1 apresentou
uma ocorréncia de 35,2 %, sugere-se além
da pesquisa deste agente rotineiramente em
linhagens celulares utilizadas para producdo
de produtos biologicos, como ja sugeridos
em outros trabalhos, a sua busca em
linhagens para fins de diagnéstico,
manutenc@o de estirpes virais e utilizadas
em pesquisa.
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BVDV

O RNA do BVDYV foi detectado em 21 das
88 culturas celulares avaliadas (23,9 %)
através das PCR em tempo real e
convencional para este agente. Embora
ambas as PCR quando padronizadas
apresentaram a mesma sensibilidade
analitica, verificou-se que das 21 amostras,
13 foram detectadas nas duas RT-PCR,
cinco apenas na PCR convencional e trés
na PCR em tempo real.

As linhagens que apresentaram a deteccéo
do RNA do BVDV foram de origem bovina,
suina, humana, coelho, macaco,
camundongo, felino, ovelha e equino
(Tabelas 11 e 12).

Resultado semelhante foi verificado por
Bolin et al. (1994) que verificaram a
presenca do material genético do BVDV em
diferentes espécies de células provenientes
da American Type Culture Collection
(ATCC). Audet et al. (2000) também
verificaram a permissibilidade da cepa
NADL do BVDV em diferentes espécies de
linhagens celulares utilizadas na producéo
de produtos bioldgicos através de uma
nested RT-PCR.

A figura 22 apresenta o0s resultados
referentes ao BVDV.
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Figura 22: Ndmero de culturas celulares detectadas com genoma de BVDV em relagdo ao
ndmero de amostras processadas por laboratério.

Observa-se a deteccdo do RNA do BVDV utilizacdo de insumos como soros bovinos
em quatro dos  oito laboratérios constitui uma das principais fontes de
participantes. Neste caso, a presenca do contaminacgédo pelo BVDV.

RNA do BVDV encontra-se principalmente
em laboratérios que manipulam com
frequéncia este agente com fins de
diagnostico. Cabe ainda ressaltar que a

A figura 23 apresenta a amplificacdo de
algumas amostras de RNA provenientes
dos laboratérios RO1 e IPE3 através da
PCR convencional para BVDV.
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Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo dos DNA das
amostras dos laboratérios RO1 e IPE3 através da PCR para BVDV. Canaletas 1, 8 e 10:
Amostras ndo detectadas (MDBK, INT407 e BT). Canaletas 2 e 4-7: Amostras detectadas
(SK6, IBRS2, MDBK, CC 81 e RAW). Canaletas 3 e 9: Controle da extragdo. Canaleta 11:
Controle negativo contendo somente reagentes da PCR menos DNA. Canaleta 12: Cepa néo
citopéatica BVDV (C+). Canaleta 13: Padrdo de tamanho molecular de 100 pb.
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Foi realizado o sequenciamento a partir dos
produtos amplificados de sete amostras de
RNA detectadas para o BVDV das culturas
celulares assim distribuidas: cinco amostras
do laboratério IPE3 (EBTr, RK13, MDBK,
FLK e CC 81); uma amostra do ROl
(MDBK ) e uma do RO2 (MDBK).

Os resultados do sequenciamento dos
fragmentos revelaram sequéncias com
menores valores de E-value provenientes
do BVDV tipo 2 nas linhagens EBTr e CC81
e, nas demais amostras, as sequéncias
foram provenientes do BVDV tipo 1. Esses
resultados estdo de acordo com o fato de
gue a PCR utilizada em nosso estudo é
capaz de amplificar a regido conservada
5'UTR presente nos dois gendtipos do virus
(Ridpath e Bolin, 1998).

Devido ao fato do BVDV como
contaminante alterar as caracteristicas do
crescimento celular, bem como levar a
resultados falso-positivos quando realizado
o diagnéstico deste agente (Wessman e
Levings, 1998) e de outros pestivirus,
constitui-se de grande importancia a
pesquisa deste agente em cultivos
celulares. Nossos resultados reforcam essa
importancia, uma vez que a contaminacdo
por este agente esteve presente em quatro
dos oito laboratérios que participaram do
estudo.

PPV

Conforme visualizado nas tabelas 11 e 12, o
PPV foi detectado em 52 das 88 amostras
de culturas celulares, correspondendo uma
ocorréncia de 59,1 %. Os resultados foram
confirmados por um segundo analista com a
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reextracdo de algumas amostras de culturas
celulares. Esses resultados corroboram com
os encontrados por Hallauer et al. (1971)
que detectaram o parvovirus através do
isolamento viral seguido da pesquisa de
atividade hemaglutinante em 36 das 43
linhagens celulares avaliadas pertencentes
a 19 laboratérios europeus, sendo elas de
origem humana, suina e de rato.

Em nosso estudo, o DNA do PPV foi
detectado em linhagens celulares de origem
bovina, suina, macaco, felino, hamster, rato,
camundongo, coelho, ovelha e canino
(Tabelas 11 e 12).

A permissibilidade de células de linhagem
de origem suina, bovina, felina, humana, de
macaco e hamster ao PPV foi estudada por
Oraveerakul et al. (1992) com o emprego da
técnica de imunofluorescéncia. Esses
autores demonstraram que com excecao
das células MDCK (canino), as demais
foram permissivas a infeccdo pelo PPV.
Resultado semelhante foi obtido por Molitor
(1991) ao inocular o PPV em linhagens de
origem suina (SK), bovina (EBK e MDBK) e
de macaco (VERO) e em seguida detectar
por PCR o material genético deste agente
em todas essas linhagens. Além disso, esse
autor detectou em maior concentracdo o
genoma do PPV na linhagem SK, indicando
ser esta célula mais permissivel ao PPV que
as demais.

A figura 24 apresenta de modo semelhante
ao apresentado para micoplasma, PCV1 e
BVDV, a distribuicdo do namero de culturas
celulares detectadas com DNA do PPV em
relacgdo ao numero de  amostras
processadas por laboratério.
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Figura 24: Namero de culturas celulares detectadas com DNA de PPV em relacdo ao nimero

de amostras processadas por laboratorio.

Os resultados da figura 24 mostram que a
maior parte das amostras detectadas com
genoma do PPV pertence a dois
laboratérios. De maneira similar as
considera¢cbes feitas aos resultados do
BVDV (figura 22), as células contaminadas
pertencem a laboratérios que realizam o
diagnéstico da enfermidade. Outro fator

considerado importante para explicar a
origem das contaminacbes € aquele
relacionado a utilizagdo de insumos

contaminados, adquiridos por laboratérios
de culturas de células sem a avaliagédo
prévia da presenca deste agente. Por
ultimo, as culturas celulares pertencentes a
esses laboratérios, em alguns casos, foram
cedidas em diferentes passagens, o que

provavelmente explica a elevada ocorréncia
de deteccédo do PPV.

Segundo Hallauer et al. (1971) e Fikrig e
Tattersall (1992), o PPV pode ser
encontrado em culturas celulares de
maneira estavel e com carater de laténcia.
Isto implica provavelmente no fato de que
culturas contaminadas com este agente
podem passar despercebidas ao serem
trocadas entre laboratorios.

Os resultados da PCR para PPV em
algumas amostras de DNA das culturas
celulares enviadas pelo IPE3 estédo
apresentados na figura 25.
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Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo dos DNA das
amostras do laboratério IPE3 através da PCR para PPV. Canaletas 1, 2, 4, 7-9, 11 el2:
Amostras detectadas: (SF21, N2A, McCoy, RK13, FLK, MDBK, BHK e BSC). Canaletas 3 e 6:
Amostras ndo detectadas: (EBTr e IBRS2). Canaleta 5: Controle da extracdo. Canaletas 10 e
13: Controle negativo contendo somente reagentes da PCR menos DNA. Canaleta 14: Controle
positivo PPV cepa NADL. Canaleta 15: Padrdo de tamanho molecular de 100 pb.

O sequenciamento foi realizado nos
produtos amplificados de seis amostras de
DNA detectadas para o PPV, sendo uma
amostra de cultura celular do RO1 (CRFK) e
cinco amostras do IPE3 (FLK, BHK, MDBK,
VERO, PK15). Os resultados do
sequenciamento dos fragmentos dessas
amostras  forneceram  sequéncias de
nucleotideos, quando comparada com
outras disponiveis no GenBank (NCBI),
correspondentes ao PPV.

Embora nao tenha sido objeto deste estudo,
mas devido a expressiva positividade de
deteccdo do DNA do PPV nas culturas
celulares testadas, técnicas
complementares foram realizadas para
reforcar a evidéncia da presenca do PPV: i)
transcricdo reversa seguida de PCR (RT-
PCR) e i) PCR em tempo real com
tecnologia Prime Time (sonda). O objetivo
da primeira foi avaliar a presenca de
transcritos de RNA da NS2 do PPV e a
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segunda reforcar os resultados encontrados
da PCR convencional para o PPV.

A RT-PCR convencional foi padronizada
com a utilizac@o de iniciadores desenhados
para o splincing do transcrito de RNA que
produz a NS2. Para a PCR em tempo real
com tecnologia Prime Time (sonda), os
iniciadores foram dirigidos para o gene que
codifica para a proteina VP2.

RT-PCR para o transcrito da NS2

As culturas celulares escolhidas foram
submetidas a extracdo de RNA pelo Kit
Nucleospin® RNA Il (Macherey-Nagel,
Alemanha) que contém uma etapa de
remocdo de DNA contaminante. Os RNA
extraidos das seguintes amostras: PK15,
SK6, BHK21 e VERO foram submetidos a
RT-PCR para o PPV. A figura 26 apresenta
a amplificacdo do transcrito pela RT-PCR.
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Figura 26- Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo do transcrito da
NS2 do PPV através da RT-PCR em amostras de RNA de algumas culturas celulares. Canaleta
1: RNA PK15. Canaleta 2: RNA SK6. Canaleta 3: RNA controle da extracdo.Canaleta 4: RNA
BHK21. Canaleta 5: RNA VERO. Canaletas 6 e 7: Controle negativo contendo somente
reagentes da PCR. Canaleta 8: RNA PPV. Canaleta 9: DNA PPV. Canaleta 10: Padrdo de

tamanho molecular de 100 pb.

Conforme visualizado na figura 26, foi
possivel detectar o produto da amplificagao
do transcrito da NS2, correspondente a
174 pb, apenas nas linhagens de origem
suina (PK15 e SK6). Esses resultados
sugerem que o transcrito do PPV que
codifica para esta proteina ndo estrutural
provavelmente é expresso somente em
células permissivas como as de origem
suina (SK6, PK15) ou em quantidades
maiores do que as produzidas em outras
células (VERO, BHK 21), de modo que a
RT-PCR nao foi sensivel o suficiente para
detecta-lo nas outras linhagens. Além disso,
a especificidade do produto amplificado a
partir da RT-PCR da célula SK6 foi
confirmada pelo sequenciamento que
revelou ser esse fragmento proveniente do
transcrito da NS2 do PPV, indicando que
este estava realmente em splicing.

Esse achado corrobora com o encontrado
por Oraveerakul et al. (1992) que através da
técnica Northen Blot, utilizando sondas de

oligonucleotideos derivadas de regides que
codificam proteinas estruturais e nao
estruturais do PPV, detectaram o0s
transcritos de RNA mensageiro a partir das
regides que codificam proteinas estruturais
no RNA extraido das linhagens ST
(considerada por esses autores como
permissiva) e MDCK (ndo permissiva).
Ainda como resultado, os transcritos de
proteina ndo estrutural do PPV foram
detectados significativamente apenas nas
células ST. Diante disso, o0s autores
inferiram que existem restricbes na
replicagio do PPV em células nao
permissivas como a MDCK, relacionadas as
etapas da transcricdo viral, fato este
verificado pela auséncia ou quantidade
insuficiente de deteccdo de transcritos
responsaveis pela codificacdo de proteinas
nao estruturais essenciais na replicacdo do
PPV.

Devido ao fato da proteina nédo estrutural
NS2 ser produzida a partir do splicing
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alternativo da proteina ndo estrutural NS1
(Bergeron et al, 1993), realizamos
novamente essa técnica, porém como
produto o DNA das linhagens VERO e SK®6,

1 & 3

—

M
!

em vez de RNA. A figura 27 apresenta a
eletroforese em gel de agarose da
amplificagdo através da PCR a partir do
DNA dessas linhagens.
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Figura 27- Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando o produto da amplificacdo da
PCR realizada a partir do DNA de duas culturas celulares. Canaleta 1: DNA SK6 Canaleta 2:
DNA VERO. Canaletas 3 e 4: Controle negativo contendo somente reagentes da PCR.
Canaleta 5: Padrdo de tamanho molecular de 100 pb.

Como anteriormente citado, o0 transcrito
para NS2 nao foi detectado pela RT-PCR na
amostra de RNA da célula VERO. Os
resultados presentes na figura 27 indicam a
presenca de bandas superiores presente no
DNA das células VERO e SK®6, visualizado
pelas bandas indicadas pelas setas,
indicando ser estas provenientes do gene

da NS1 conforme evidenciado pelo
programa Primer Blast (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Porém,

somente na canaleta do produto da PCR
com o DNA da SK6, pode-se ainda observar
um produto de aproximadamente 200 pb,
provavelmente relacionado com o gene da
NS2, tamanho este semelhante ao
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encontrado quando a PCR foi realizada com
material extraido para RNA.

PCR em tempo real Prime Time (sonda)
para o PPV

A PCR em tempo real padronizada para
deteccdo do genoma da VP2 do PPV foi
também realizada com o objetivo de reforcar
os resultados encontrados da PCR
convencional para o PPV. Esta PCR em
tempo real se baseia na tecnologia de
sonda, entretanto possui como diferencial a
presenca dos oligonucleotideos (iniciadores
e sonda) sintetizados em um mesmo tubo.
Foram escolhidas algumas amostras de



DNA de culturas celulares presentes neste
estudo e submetidas a essa PCR.

A figura 28 apresenta a curva de
amplificacdo por PCR em tempo real de

culturas celulares, aleatoriamente
escolhidas que apresentaram deteccdo do
DNA de PPV na PCR convencional.
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Figura 28 — Curva de amplificacdo do gene da VP2 do PPV obtida através da PCR em tempo
real Prime Time. Aparelho Rotor-gene 3000 (Corbett Research, Australia).

Os

resultados da figura 28

indicam a

presenca do genoma de PPV nas amostras
de cultura celular, confirmando o resultado
obtido na PCR convencional. Nota-se que
os valores de Ct sdo menores nas células
de origem suina (PK15 e SK&6), indicando
que o DNA deste agente estd presente

nessas linhagens em maior quantidade que
nas demais.

BLV

As tabelas 11 e 12 indicam que o provirus
do BLV foi detectado em trés das 88
amostras  analisadas  (3,4%). Como
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visualizado nestas tabelas, a deteccao do
BLV foi restrita ao laboratério IPE3. Duas
das trés amostras detectadas para o BLV
sdo de origens de ovinos (FLK), sendo esta
linhagem utilizada para pesquisa e
producdo de antigeno para o BLV. Essas
culturas estavam persistentemente
infectadas com o BLV. Ja a RAW que é uma
linhagem de células leucémicas de
macréfago/mondcito de camundongo
também apresentou o provirus deste
agente.

Doménech et al. (2000) estudaram a
transmissdo do BLV a partir de células
persistentemente infectadas para linhagens
de células de macréfago/mondcito e
concluiram que estas podem ser infectadas
pelo BLV, uma vez que sdo capazes de
expressar proteinas  do virus quando
verificada pela técnica de Western Blot.

O sequenciamento foi realizado nos
produtos amplificados das duas amostras
FLK e da RAW e os resultados dos
fragmentos sequenciados revelaram ser
provenientes do gene env do BLV,
confirmando assim a especificidade desses
produtos amplificados.

Através de evidéncias experimentais como
a hibridizacéo in situ, citometria de fluxo e
RT-PCR, Gillet et al. (2007) propuseram um
modelo postulando que o BLV é latente em
diversas células. Chama-se atencdo ainda
ao fato de que o BLV é citado como
possivel contaminante de soros de origem
bovina utilizado na producdo de produtos
biolégicos por 6érgdos regulamentadores
como o FDA e em trabalhos presentes na
literatura (Characterization..., 2010; Castle e
Robertson; 1998). Do mesmo modo, Eloit
(1997) citado por Merten (2002) descreve o
BLV como um dos agentes virais a serem
testados nesses insumos.

Diante desses fatores, acredita-se ser
interessante a pesquisa do genoma deste
agente em linhagens celulares e seus
insumos.

Insumos: Soros e tripsinas

Os soros e tripsinas de diferentes lotes e
fabricantes avaliados frente aos
contaminantes propostos apresentaram 0s
resultados descritos nas tabelas 12 e 13,
respectivamente.

Tabela 12 - Resultados encontrados por agente contaminante nas amostras de soros dos

laboratérios RO1, RO2, RO3, RO5 e IPE3.

Resultado de analises por agente contaminante

Laboratérios Soro

Micoplasma PCV1

BLV PPV BVDV

SB1
SB2 - -
SB3 - -
RO1 SB4
SB5 - -
SB6
SB7 - -
SB8
SB9 - -
RO3 SB10
RO5 SB11 - -
SB12
SB13 - -

RO2

IPE3
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Tabela 13- Resultados encontrados por agente contaminante nas amostras de tripsinas dos

laboratérios RO1, RO2, RO3, RO5 e IPE3

Resultado de analises por agente contaminante

Laboratérios  Tripsina
Micoplasma PCV1 BLV PPV BVDV

T1 - - - - -
RO1 T2 - - - - -
T3 - - - - -
RO2 T4 i i i ) )
T5 - + - - -
RO3 T6 - - - - -
RO5 T7 - + - + -
T8 - - - - -
IPE3 T9 - - - - -
T10 - - - - -

Os resultados nas tabelas 12 e 13 indicam
que o genoma do BVDV, PCV1 e PPV foi
detectado nas amostras de insumos
avaliados.

O BVDV foi detectado em duas das 13
amostras de soros bovinos avaliadas, sendo
que essas duas amostras  eram
provenientes do laboratério RO1 e
pertencentes a fabricantes diferentes.

O DNA do PCV1 e PPV foi identificado em
duas das 10 amostras de tripsina avaliadas,
sendo que na tripsina do laboratério RO5
foram detectados os dois agentes e no
laboratério RO2 apenas o do PCVL1. Isto
indica que esta amostra contendo esses
dois contaminantes pode ser capaz de
introduzir simultaneamente o PPV e PCV1.

Observa-se que o BVDV e o PCV1
encontrados nos insumos de determinados
laboratérios foram também detectados nas
amostras de culturas celulares enviadas
pelos mesmos. Esses insumos, portanto,
podem ser uma provavel fonte de
introducdo destes agentes nas culturas
celulares contaminadas destes laboratérios.

Vilcek (2001) também identificaram os
pestivirus como contaminantes em soro

fetal bovino e recentemente, um Pestivirus
atipico, denonimado D32/00_‘HoBi’ foi
identicado em amostra de soro fetal bovino
de origem brasileira (Schirrmeier et al.,
2004).

A deteccdo de PPV em tripsina em nosso
estudo estd de acordo com as citagdes da
literatura de que o PPV é um contaminante
celular (Marcus-Sekura et al., 2011). Estes
autores apontam ainda que alguns virus
podem ser inativados pela atividade
enzimatica da tripsina, entretanto o PPV é
resistente a esta atividade.

Os laboratérios que se dispuseram a
contribuir com este estudo enviando as
amostras de linhagens celulares
apresentaram em comum a ocorréncia de
Micoplasma (Mollicutes) e PCV1. Trés
laboratérios de redes oficiais (RO1, RO2 e
RO5) e um laboratério de ensino e
pesquisa, IPE3, apresentaram a ocorréncia
de BVDV em suas linhagens celulares. A
ocorréncia de PPV foi verificada em
amostras dos laboratérios RO1, IPE1 e
IPE3. J& a ocorréncia de BLV foi restrita ao
laboratério IPE3. A distribuicdo dos agentes
propostos neste estudo detectados no total
de amostras analisadas esta apresentada
na figura 29.
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BVDV 23.9%

PPV 59.1%

Micoplasma
{Moliicutes) 34%

'c:v 35.2%

BLV 3.4%

Figura 29 - Distribuicdo dos agentes propostos neste estudo detectados no total de amostras

analisadas.

Esses resultados demonstram a importancia
da realizacdo regular de ensaios de
deteccdo para estes agentes em culturas
celulares, em especial na utilizacdo da PCR
como ferramenta eficaz para essa deteccéo.

7

No presente estudo, € importante ressaltar
gque na etapa de aquisicdo das amostras,
Varios usuarios rejeitaram a proposta de
envio de suas linhagens celulares. Esse
ocorrido foi também evidenciado por Miyaki
et al. (1989) quando tentavam adquirir
amostras de culturas celulares de diferentes
laboratérios  para testar frente a
micoplasmas. Esses autores conseguiram
um ndmero significativamente pequeno em
relacdo ao periodo de aquisicdo das
amostras, sendo que muitos participantes
ndo se interessaram em ter conhecimento
dos resultados.

Em relacdo aos insumos analisados, foi
detectada a presenca do genoma do BVDV,
PCV1l e PPV. Chama-se atencdo para o
potencial de contaminacdo destes materiais
quando da utilizacdo dos mesmos em
procedimentos com culturas celulares livres
de contaminante. Além disso, esses
insumos, em geral, sdo adquiridos em
quantidades suficientes para trabalhos de
longos periodos e uma vez estabelecida
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uma contaminacdo, esta pode ser
propagada entre os laboratérios através do
cambio dessas linhagens e dentro de um
laboratério através de procedimentos que
objetivam a manutencdo das mesmas,
como prética de repiques e congelamento.

Recentemente, foi detectada a presenca de
PCV1 em uma vacina humana contra a
rotavirose, apesar de existir legislacdes
previstas por Orgdos regulamentadores
como FDA, OMS e OIE que recomendam o
controle de contaminantes com a utilizacéo
de varios métodos. Dentre os métodos
citados para a deteccdo de agentes
contaminantes, encontram-se o isolamento
viral, a pesquisa de atividade
hemaglutinante, de hemadsorc¢éo, sorologia
e microscopia eletrdnica. No entanto, todos
eles sdo considerados demorados ou
requerem a utilizacdo de animais. Nesse
sentido, as PCR padronizadas neste estudo
contribuiram para o estudo da deteccdo de
contaminantes e foram consideradas de
forma analitica sensiveis, especificas e de
rapida execucdo como indicado por érgaos
regulamentadores, recomendando-se, pois,
suas aplicacdes em carater de rotina para
laboratérios que trabalham com culturas
celulares e seus insumos.



5 CONCLUSOES

1. As PCR padronizadas neste estudo
constituiram-se em uma ferramenta
rapida, sensivel e especifica, de forma
analitica, na pesquisa de contaminantes
celulares.

2. Foi evidenciada a presenca de
contaminacdo por micoplasma, PCV1,
PPV, BVDV e BLV nas amostras de
células provenientes de diferentes
laboratérios;

3. Com exce¢do do BLV, os demais
contaminantes  apresentaram  uma
consideravel frequéncia de distribuicdo
nos laboratdrios;

4. Nas amostras de soros e tripsinas, foi
encontrada a presenca do material
genético de PCV1, PPV e BVDV.
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