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RESUMEN

El cultivo celular es utilizado en la fabricacion de vacunas debido a que los virus no
pueden producirse de forma independiente y necesitan células para poder
multiplicarse. Este proceso se debe realizar bajo condiciones estrictas de
esterilidad y asepsia debido a que su crecimiento es mas lento que el de sus
contaminantes habituales. Estos contaminantes evitan el crecimiento de los cultivos
o afectan inmediatamente la morfologia de la linea celular con la que se esté
trabajando. El Mycoplasma es una bacteria que carece de pared celular y por lo
tanto no es sensible a los antibiéticos que bloquean la sintesis de la pared celular.
Esta bacteria, perteneciente a la clase de Mollicutes, crece de manera lenta incluso
en condiciones Optimas, por lo cual, es complicado hacer una deteccioén oportuna
de una contaminacion por Mycoplasma en un cultivo celular utilizando los métodos
microbiolégicos basicos. En los Ultimos afios, una de las técnicas que se ha
explotado mas dentro de la biologia molecular, es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). La PCR en tiempo real (RT-PCR) es una de las variantes que
presenta esta técnica y con la cual, se implementé un método de deteccion de
Mycoplasma contaminante, logrando disminuir 360 veces el tiempo de deteccion en
comparaciéon con el método tradicional y asi, poder tener certeza de entregar
cultivos celulares en Optimas condiciones para pasar al proceso de una vacuna.



1. ANTECEDENTES

1.1 Mycoplasma

A finales del afo 1970, los resultados de una variedad de estudios permitieron
reconstruir un arbol filogenético de Mollicutes cada vez mas detallado. El arbol
general se basa en andlisis de secuencias de ARNr 16S y proporciona un marco
para los resultados sobre otras relaciones entre cepas de Mollicutes, asi como

entre Mollicutes y bacterias Gram-positivas (Maniloff, 2012).

El Mycoplasma es una bacteria perteneciente a la clase de Mollicutes cuya
caracteristica principal es la carencia de pared celular lo que hace que no sean
sensibles a los antibiéticos que bloquean la sintesis de la pared celular, como la
penicilina u otros antibidticos betalactdmicos. También, son considerados como los
organismos autorreplicantes mas pequefios que se conocen en la actualidad, su
tamafo de 0.3 a 0.8 ym de didametro y la flexibilidad de la membrana celular
permiten al Mycoplasma atravesar los filtros antibacteriolégicos de uso comdn con
diametro de 0.45 um (Drexler & Uphoff, 2003).

Los Mycoplasmas crecen de manera muy lenta en comparacién con otras, teniendo
tiempos de generacion entre tres y nueve horas incluso en condiciones Optimas.
Por esto, puede tomar mas de una semana para obtener colonias visibles en agar
(Armstrong et al., 2010).

En 2003, Drexler y Uphoff reportaron que existen cinco cepas principales de
Mycoplasma de las cuales se conoce que son causantes de un 95 % de las
infecciones en cultivos celulares en la industria farmacédutica, las cuales son el M.
orale (20-40 %), M. hyorhinis (10-40 %), M. arginini (20-30 %), M. fermentans (10-
20 %) y M. hominis (10-20 %). Estas cepas pueden ser un indicador de dénde
proviene dicha contaminacion ya que el host natural de M. orale, M. fermentans y
M. hominis es el hombre, asi como el cerdo es el hospedero natural de M. hyorhinis
y el bovino de M. arginini (Drexler & Uphoff, 2003).



1.2 Mycoplasma contaminante.
La contaminacién por Mycoplasma en la industria farmacéutica, especialmente en

cultivos celulares, puede escalar a un problema con repercusiones severas en la
calidad del producto ya que este produce una gran variabilidad de efectos en los
cultivos que estos infecten, no solo por el hecho de que se trata de un patégeno
oportunista que puede generar reacciones indeseables en las especies destino,
sino que puede repercutir directamente en la pureza de los antigenos obtenidos y
en los titulos de los mismos. Esta contaminacion no es perceptible o no hace que
los cultivos celulares presenten algun aspecto caracteristico, por lo que deben ser

examinados de manera frecuente (Sung & Hawkins, 2020).

La infeccibn con Mycoplasma tiene diferentes efectos en las lineas celulares
contaminadas, lo que significa que esta contaminacion no afecta de igual manera o
en el mismo grado a todas las células. Muchas especies de Mycoplasma producen
efectos citopaticos mientras que otros pueden causar muy poca citopatologia
evidente (Drexler & Uphoff, 2003).

Se tienen establecidos métodos de deteccion de Mycoplasma tradicionales que
suelen tardar varios dias en arrojar un resultado, como el método descrito en la
NOM-036-SSA2-2012 el cual especifica que para la deteccion de Mycoplasma de
cada mezcla de vacunas, se inocula 1 mL en 10 mL de medio de Hayflick si las
vacunas estan elaboradas en lineas celulares. Se mezclan perfectamente y se
incuban a 37 °C con atmoésfera de 5 % CO2 y un 95 % de nitrégeno. De la misma
vacuna, se inoculan 0.25 mL en 2 cajas de Petri con medio sélido de Hayflick y se
incuban a 37 °C en una atmésfera humeda con 5 % de CO2 y 95 % de nitrégeno
(NOM-036-SSA2-2012). En el caso de cultivos celulares, se crecen durante 3 0 4
dias en ausencia de antibiéticos y se toman alicuotas de 1 mL de caldo SP4 y se
incuban a 37 °C durante 20 dias. Cada tercer dia se vuelven a sembrar 5 pL en
agar SP4 y se incuban bajo las mismas condiciones. La identificacion se observa
por el cambio en el indicador de pH y ausencia de turbidez en el caldo, asi como la
presencia de las colonias caracteristicas de Mycoplasma en el agar mediante

microscopia estereoscopica (Rivera et al., 2011).
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1.3 Cultivo celular.
El cultivo celular ha sido, es y seguira siendo uno de los pilares para la produccion

de vacunas. En el caso de enfermedades bacterianas, las bacterias, para la
produccion de sus vacunas, pueden producirse a gran escala de forma
independiente en biorreactores y posteriormente ser procesadas para generar las
dosis y poder ser utilizadas en clinica. Sin embargo, los virus no pueden producirse
de forma independiente y necesitan células para poder multiplicarse. Por lo tanto,

los virus destinados a vacunacion se cultivan en células (Onscience.es, 2021).

Esta técnica es comiunmente usada para el estudio de la fisiologia y metabolismo
animal, que no es posible realizar en estudios in vivo. Las alternativas son utilizar
cortes de tejido y biopsias que conservan la estructura in vivo. Sin embargo, estas
suelen tener que utilizarse de manera inmediata debido a que su viabilidad celular
se mantiene a corto plazo. En cambio, al obtener las células existe la posibilidad de

establecer cultivos celulares por dias o semanas (Phillipeos et al., 2011).

1.3.1 Cultivo celular primario.
Al establecer un cultivo celular, se seleccionan las células que se haran crecer y

solo formaran parte del cultivo las células que logren adherirse al sustrato, superar
el proceso de disgregacion y de proliferar. Un cultivo primario esta constituido por
las células aisladas para que puedan proliferar, este se lleva a cabo en condiciones
estrictas de esterilidad y con ambiente controlado que involucra temperatura, gases
y presion. Esto debido a que debe de imitar el entorno in vivo con éxito, para que
las células puedan sobrevivir y proliferar de manera controlada (Baust et al., 2017).
Cuando las células ocupan toda la superficie disponible se dice que han alcanzado
la confluencia, al alcanzar la confluencia es cuando muchas lineas celulares
expresan sus aspectos mas caracteristicos. Es en este estado cuando su
morfologia y fisiologia son mas parecidas a su estado original. Por eso, es el
momento ideal para examinar el cultivo y, al cabo de un tiempo, hay que realizar un
pase para que tengan mas espacio para que continlen multiplicandose. (Roldan et
al., 2019). Después de un cierto nimero de pases las células alcanzan la

senescencia y son incapaces de seguir multiplicandose.
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1.3.2 Desventajas del cultivo celular.
El crecimiento de las células animales se tiene que realizar en condiciones estrictas

de esterilidad y asepsia, ya que su crecimiento es mucho mas lento que el de los
contaminantes que son habituales como los hongos, levaduras, bacterias, entre
otros. Ademas, las células animales son incapaces de mantenerse vivas sin la
presencia de los nutrientes que se encuentran en el plasma o en el liquido
intersticial. Todo esto condiciona el material e instrumental requerido y el grado de
preparacion del personal encargado de los cultivos (Roldan et al., 2019). Otra de
las desventajas que presenta el cultivo celular es la cantidad y coste, ya que se

requieren instalaciones, insumos y equipos costosos (Baust et al, 2017).

Otra desventaja que presentan los cultivos celulares es que muchas lineas
celulares continuas son inestables y adoptan una dotacibn cromosémica
aneuploide, lo que afecta tanto a su velocidad de crecimiento como a su capacidad
de diferenciarse. Por lo tanto, es posible encontrar diferencias significativas en la
linea celular de una generacién a la siguiente. Por esto, las lineas celulares se
vuelven a sembrar cada determinado tiempo o después de un determinado niumero

de generaciones a partir de un stock congelado (Roldan et al., 2019).

1.4 Lineas celulares.

Algunas de las lineas celulares utilizadas en la industria veterinaria para la creaciéon
de vacunas son las células epiteliales de la corteza renal de gato (CRFK),
susceptibles al virus de la herpes y el picornavirus felino; la linea celular de rifidén
canino Madin Darby (MDCK), capaces de producir titulos altos de cepas vacunales
vivas atenuadas para un amplio rango de subtipos y variantes de cepas del virus de
influenza (Jaime et al., 2011); células de rifidbn de mono verde africano (VERO) que
es susceptible a un amplio rango de virus, lo que la hace la linea mas empleada
para fabricacion de vacunas de poliomielitis y rabia en humanos (Jaime et al.,
2011).; linea celular de tumor canino (A-72) que son susceptibles a los adenovirus,
coronavirus o distemper y la linea celular rifion de hamster dorado (BHK-21) que
son utilizadas en estudios con virus polioma, aftosa, arbovirus y, en especial, ideal

para la propagacion de virus rabico (Favi et al., 1991).
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Cuadro 1. Desventajas del Cultivo Celular (Roldan et al., 2019).

Desventajas del Cultivo Celular

Categoria Ejemplos
Manejo esteéril
o Evitar la contaminacion quimica
Experiencia Deteccion de contaminacion
necesaria : L
microbiologica
Conciencia y deteccion de fallas
Aislamiento y limpieza del lugar de
trabajo
Control —
. Incubacion, control de pH
ambiental

Contencion y disposicion de residuos
biol6gicos

Cantidad y costo

Equipo para aumentar la escala

Suero y medio

Plasticos desechables

Heterogeneidad, variabilidad

Iréeesrfgtk;ggj?/d Desdiferenciacion
fenotipica Adaptacion

Crecimiento excesivo selectivo

Identificacion del
tipo de célula

Marcadores no siempre expresados

Histologia atipica y dificil de recrear

En la actualidad se sintetiza una gran variedad de productos farmacéuticos
utilizando cultivos celulares en instalaciones de fabricacibn a gran escala que
producen productos tanto para su comercializacion como para investigacion (Feng
et al., 2010).

1.5 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La ciencia y la tecnologia han avanzado de manera conjunta de tal modo que nos

han proporcionado nuevos equipos y métodos de deteccion mas eficientes en
cuanto a tiempo, calidad y especificidad. Una de las técnicas dentro de la biologia
molecular que mas se ha explotado en estos ultimos afios es la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Esta, es una técnica para la sintesis “in vitro” de

secuencias especificas de acido desoxirribonucleico (ADN), por lo que rapidamente
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puede multiplicar el ADN presente en diferentes muestras biologicas, obteniéndose

millones de copias de una determinada secuencia de ADN (Aguilera, 2014).

La PCR es una metodologia resultante de la aplicacion de tres conceptos:
desnaturalizacion del ADN para dar moléculas monocatenarias; hibridacion
especifica de la molécula monocatenaria con un oligonucleétido; y replicacion de la
molécula monocatenaria mediante una enzima (ADN polimerasa) que emplea el

oligonucledtido anterior como cebador (Herraez, 2012).

Se requiere un control preciso de las variables que condicionan este proceso
(secuencia diana, cebadores, enzimas y resto de componentes), ademas de
equipos como los termocicladores que establece con precision las condiciones de

cada etapa y que son repetidas ciclicamente (Rubio et al., 2011).

Para la mezcla de reaccion de una PCR convencional, se requieren los siguientes
reactivos: los cuatro desoxinucle6tidos (dNTP) en exceso, que son monémeros que
constituyen el ADN con la misma estructura de los nucleotidos (Nelson et al., 2021)
y, por tanto, funcionan como sustratos para la sintesis de las innumerables copias
de ADN. Para que sean reconocidos por la polimerasa, deben ir acompafados de
Mg?* que ademds es una coenzima que requiere la polimerasa; Dos
oligonucledtidos monocatenarios con secuencias complementarias a los dos
extremos 3’ de la regién diana, de modo que los oligonucleétidos puedan ejercer de
cebadores para la replicacion de las dos hebras en la region diana; y una ADN
polimerasa termoestable, que sea enzimaticamente activa a temperaturas
relativamente altas (75 °C) para contribuir con la especificidad y rendimiento del

proceso (Herraez, 2012).

Se requiere una sucesion de ciclos generalmente entre 20 y 40, de 1.5 a 5 minutos
de duracion cada uno formados por desnaturalizacion, hibridacién y replicacion
para poder conseguir una amplificacion del nimero de moléculas que contienen la
secuencia de interés (Herraez, 2012). Por lo tanto, cada ciclo de PCR consta de
tres etapas: desnaturalizacién, que es el calentamiento para la separacion de las
dos hebras de ADN mediante una breve incubacion (30-120 segundos) a una

6



temperatura entre 68 y 97 °C; hibridacién, que es el enfriamiento rapido por debajo
de la temperatura de fusién (generalmente 37 y 65 °C) de manera que permite el
emparejamiento del ADN monocatenario de interés con los oligonucleotidos
cebadores; y elongacion, que es la etapa de amplificacion en la que la ADN
polimerasa termoestable elonga a los dos cebadores, empleando como molde
ambas hebras originales (Herraez, 2012).

1.6 Variantes de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

1.6.1 PCR Multiplex
Dentro de este ambito, se han desarrollado algunas otras variantes tales como la

PCR Multiplex, que es aquella que en el proceso de amplificacion participan mas de
dos iniciadores amplificando en wun Unico tubo varias secuencias dianas,
permitiendo la deteccion e identificacion simultanea de distintos genes (Méndez-
Alvarez, 2004).

1.6.2 PCR Anidada
PCR anidada que aumenta la especificidad realizando una segunda reacciéon de

PCR con dos cebadores nuevos que hibridan dentro del fragmento diana
amplificado por el primer par, lo que da lugar a productos de PCR (amplicones) mas

cortos, pero mas especificos (Herraez, 2012).

1.6.3 RT-PCR
La RT-PCR o gqPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction) es una técnica que

combina la amplificacion y la deteccion al correlacionar los productos de la PCR de
cada uno de los ciclos con una sefal de fluorescencia (Brechtbuehl et al., 2001).
Esta variante mide la velocidad a la que se va amplificando el ADN ya que el
planteamiento cinético de la gPCR consiste en medir no la cantidad de producto
final sino la velocidad a la que se estan formando en momentos moderadamente
tempranos de la reaccion. La alta especificidad, el amplio rango de deteccion y la
rapidez en la visualizacion de los resultados son las caracteristicas mas

importantes que presenta esta técnica (Herraez, 2012).



Para la amplificacion por RT-PCR ademas de los reactivos que se utilizan
comunmente en la PCR punto final (polimerasa, cebadores, dNTP y reactivos de

tamponamiento), se emplea un fluoroforo (Wong y Medrano, 2005).

Existen dos tipos de fluoréforos utilizados para seguir la amplificacion del ADN
durante la RT-PCR: los fluoréforos con afinidad por el ADN y las sondas especificas

para fragmentos del ADN.

Los fluoréforos con afinidad por el ADN, que emiten fluorescencia cuando se unen
al ADN. La intensidad de la fluorescencia se incrementa proporcionalmente a la
concentracion del ADN de doble cadena. Por esto, mientras mas ADN de doble
cadena haya en el tubo de reaccion, mayores seran la union y la sefial de
fluorescencia del fluoréforo. Este sistema es muy econdmico y permite el empleo de
un solo fluor6foro para diferentes ensayos. Sin embargo, presenta algunas
desventajas ya que no es posible hacer reacciones multiples, ademas de que la
sefial emitida no es especifica, porque el fluoréforo se une a cualquier producto
amplificado de la PCR, por lo que es obligatorio verificar la especificidad de la
sefial, analizar la curva de disociacion y comprobar que la sefial de fluorescencia

obtenida se debe solo a la amplificacion del blanco (Lutfalla et al., 2006).

Las sondas especificas para fragmentos del ADN o que solo emiten fluorescencia
cuando se ha amplificado un fragmento del ADN de interés se pueden dividir en
tres tipos: sondas de hidrdlisis, sondas de hibridacion y sondas de horquilla. Todas
se basan en el principio “transferencia de energia de resonancia de fluorescencia”
(FRET), que consiste en la transferencia de energia entre dos fluoréforos: un
donador (reportero) y un aceptor (apagador), los cuales emiten energia de
fluorescencia a diferente longitud de onda. Cuando el reportero y el apagador se
encuentran proximos, el apagador absorbe toda la fluorescencia del reportero.
Cuando este par de moléculas se separa, la fluorescencia del reportero no puede
ser absorbida por el apagador y en consecuencia puede ser detectada por el
fotodetector (Valasek et al., 2006).



Las sondas Tagman son sondas de hidrélisis que estan disefiadas para
incrementar la especificidad de la gqPCR. Estas se basan en la actividad
exonucleasa 5-3’ de la Taq polimerasa para cortar una zona marcada ya hibridada
a la secuencia diana y este corte permite la emision de fluorescencia por lo que, la
fluorescencia detectada en el termociclador es directamente proporcional a la del
fluordforo liberado y la cantidad de ADN molde presente en la PCR (Thermo Fisher
Scientific, s.f.). Los ensayos de expresion génica constan de un par de cebadores
de PCR sin marcar y una sonda TagMan con una etiqueta de colorante (FAM) en el
extremo de 5’ y unidon al surco menor y supresor no fluorescente en el extremo 3’

(Thermo Fisher Scientific, s.f.).

El termociclador debe incluir una unidad capaz de detectar sefales fluorescentes,
de manera especial para este caso los canales de FAM y ROX, un tinte
fluorescente inerte, lo que lo hace un tinte pasivo a diferencia de los tintes
indicadores como FAM, para poder monitorear el progreso de la amplificacion,
ademas de tener un software para la captura y andlisis de datos. Este equipo debe
mantener una temperatura semejante para todas las muestras y poder realizar una
transicion de temperaturas de una etapa a otra de manera rapida y efectiva. La
fuente de energia que proporciona luz para excitar los fluor6foros puede provenir

de una lampara de tungsteno, una resistencia o un laser (Aguilera, 2014).

1.6.4 Principio del método RT-PCR para deteccion de Mycoplasma.
El Kit de deteccion de Mycoplasma de Sartorius permite realizar ensayos para la

deteccion de Mycoplasma con cualquier tipo de termociclador para RT-PCR capaz
de detectar los tintes fluorescentes de FAM y ROX, ademds, para llevar a cabo la
prueba no es necesario que las muestras contengan Mycoplasma vivo.

El Mycoplasma es detectado mediante la amplificacion de ARN ribosémico (ARNr)
altamente conservado, de manera mas precisa, en una region codificante de 16S
ARNr en su genoma. Esta amplificacion es detectada a 520 nm (canal de FAM)
mientras que los resultados falsos negativos debido a inhibidores PCR o una

extraccion de ADN impropia son detectados por el control interno de amplificacion a



610 nm (canal de ROX). ROX, también conocido como carboxirodamina, es un
tinte fluorescente inerte que se puede agregar a la mezcla maestra de RT- PCR. A
diferencia de los tintes indicadores en RT-PCR, ROX se conoce como un tinte
pasivo, ya que su sefial de fluorescencia no se ve influenciada por las reacciones
de PCR. En otras palabras, la sefal fluorescente de ROX permanece estable
durante todo el proceso de RT-PCR y no esta relacionada con la cantidad de

plantilla en la reaccion (LabNet, 2022).

Los cultivos celulares y sus sobrenadantes son muestras ideales para ser
analizadas con este ensayo y sin la necesidad de realizar alguna preparacion
previa de las muestras. Estos deben ser analizados preferentemente cuando
alcancen entre 80 y 90 % de confluencia. Las muestras que arrojan un resultado
positivo, como cultivos celulares o sus sobrenadantes, contienen titulos promedio
de 10% particulas de Mycoplasma/mL y titulos maximos de 108 particulas de
Mycoplasma/mL. En estas condiciones hay suficiente ADN disponible para la PCR,
incluso para especies asociadas a la membrana celular o en una rara eventualidad

de contaminacioén intracelular.

1.7 ADN Ribosomal 16S

La identificacion molecular para bacterias que mediante métodos microbiologicos
tradicionales resulta complicada o requiere mucho tiempo se basa en el ADNr 16S.
El ribosoma 16S contiene regiones altamente conservadas con secuencias
similares entre distintas especies y regiones variables con secuencias Unicas de
cada especie, esto lo convierte en una herramienta util para la identificacion de

microorganismos (An et al., 2022).

Mediante el uso de la RT-PCR, se plantea implementar un método de identificacion
cualitativo para detectar Mycoplasma contaminante en una fase temprana del
cultivo celular, especificamente antes de que este cultivo pase a la etapa de
produccion de vacunas, disminuyendo de esta manera el tiempo de deteccion, el
material a utilizar y la confiabilidad del resultado en comparacion con el método

tradicional.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Implementar la técnica de RT-PCR para la deteccion de Mycoplasma spp en

muestras de cultivo celular de las lineas CRFK, MDCK, VERO, BHK-21 y A-72.

2.2 Objetivo especifico
Determinar mediante RT-PCR si existe la presencia de Mycoplasma contaminante

en alguna de las lineas celulares a evaluar.
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3. METODOLOGIA

3.1 Equipo
- Termociclador LigthCycler Roche
- Microcentrifuga

- Campana de flujo laminar

3.2 Materiales
- Guantes de nitrilo
- Tubos de PCR de 200 pyL
- Gradilla para tubos PCR
- Micropipetas de 20 pL y 200 pL
- Puntas nuevas estériles

- Tubos Eppendorf estériles

3.3 Reactivos y soluciones
- Microsart RESEARCH Mycoplasma. Kit de deteccion de Mycoplasma por

gPCR. SARTORIUS.

a) Mycoplasma Mix (tapa roja)

b) Control Positivo ADN (tapa verde)
c) Buffer de rehidratacion (tapa azul)
d) Agua grado PCR (tapa blanca)

- Alcohol 96 %

- Sobrenadante de cultivo celular de células de rifion felino Crandell-Rees
(CRFK), células de rifion canino Madin-Darby (MDCK), células epiteliales de
rifidn de un mono verde africano (VERO), células de rifibn de hamster
dorado (BHK-21) y células de tumor canino (A-72).

3.4Métodos

3.4.1 Almacenamiento de muestras para posterior andlisis por RT-PCR
Las muestras de los cultivos celulares y sus sobrenadantes seran proporcionadas

por un Laboratorio de Investigacion. Estas muestras deberan contar con una
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confluencia no menor al 80 %, manteniéndose bajo incubacién a 37 °C con una
atmésfera reductora de CO:2 al 5 %. Deberan estar etiquetadas con el tipo de linea

celular que contienen, el nimero de pase y la fecha en la que se realizo.

Las muestras obtenidas de cultivos celulares contienen DNAsas que pueden
degradar el ADN del Mycoplasma incluso a bajas temperaturas, por lo que, si la
PCR no puede ser procesada inmediatamente después de la recoleccion de la
muestra, se deben inactivar por calor. Las muestras pueden ser almacenadas a
una temperatura <-18 °C antes de la inactivacibn. Se recomienda hacer la
inactivacion por calor inmediatamente después de descongelar. Los extractos de
ADN y muestras inactivadas por calor pueden ser almacenados entre 2y 8 °C por 6

dias.

3.4.2 Inactivacion de los cultivos celulares y sus sobrenadantes por calor
Para realizar la inactivacion por calor se colocaran 500 pL del cultivo o

sobrenadante de cultivo celular en un tubo Eppendorf, asegurandose de sellar bien
la tapa para prevenir que esta no se abra con la temperatura. Posteriormente se
incubaran a bafio Maria a 95 °C por 10 minutos. Al finalizar, se centrifugara la

muestra durante 5 segundos a 13000 x g para precipitar los desechos celulares.

Las muestras inactivadas por calor solo se pueden utilizar después de la
centrifugacion. Este paso es critico para evitar las interferencias de matriz en la

sensibilidad de la prueba.

3.4.3 Reconstitucion de reactivos
Se centrifugaran todos los componentes liofilizados en una microcentrifuga durante

5 segundos a 13000 x g. Al tubo con el Mycoplasma Mix, se le afiadiran 600 uL de
buffer de rehidratacién. Al tubo con el control positivo se le afiadiran 300 uL de
agua grado PCR. En seguida, tanto el control positivo como el Mycoplasma Mix se
incubaran por 5 minutos a temperatura ambiente y se colocaran en el vortex

brevemente y se centrifugaran por 5 segundos mas.
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3.4.4 Preparacion de la mezcla de reaccién y controles
Se afadiran 23 puL de Mycoplasma Mix rehidratado a cada tubo de PCR. Para los

controles negativos se afiadiran 2 UL de agua grado PCR, para la reaccién de la
muestra se agregaran 2 uL de sobrenadante de cultivo celular inactivado por calor y
para el control positivo se afiadiran 2 puL de control positivo de ADN. Todos los

tubos deberén cerrarse herméticamente y centrifugar brevemente todos los tubos.
3.4.5 Programacion de condiciones del termociclador
El termociclador se programara como lo muestra el Cuadro 2.
Cuadro 2. Programacién de temperatura del termociclador.
Programacion de temperatura del termociclador.
1 ciclo 95 °C por 3 minutos

95 °C por 30 segundos
45 ciclos 55 °C por 30 segundos

60 °C por 45 segundos (recoleccion de datos)

3.4.6 Disefo experimental
Inactivacién por calor

—’ —>
.
‘—_____-/ .
. -
Sobrenadante del cultivo Refrigomadar: 2-8°C por 6 dins
althve lular colular Ultracongelador: s - 18°C
almacenamiento prolongado
l -
J»L o 4
e
L 10 minutos
o L
] |

%00 4
Colocar muestra en
b Eppendorf
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Reconstitucion de reactivos
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—
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

La industria farmaceéutica que utiliza cultivos celulares para la produccion de
vacunas debe hacer un andlisis periddico para la deteccion de Mycoplasma en
cultivos o bancos de semillas maestras, asi como en vacunas a granel, ya que
cuando existe contaminacion por medio de estos microorganismos en la produccion
de la vacuna, se puede afectar su calidad y el rendimiento de las proteinas de la
misma (Merck, 2023). Estas contaminaciones dentro de una planta farmacéutica
pueden generar grandes pérdidas econdmicas y de tiempo.

La contaminacion por Mycoplasma es extremadamente dificil de detectar ya que no
suele afectar el pH ni generar turbidez en los medios de cultivo. Por este motivo, las
industrias farmacéuticas deben establecer controles periddicos para detectar la
presencia de estos Mollicutes.

El laboratorio que proporcioné las muestras a evaluar en este proyecto cuenta con
dos departamentos que se dedican a la produccion de vacunas; el area de
Produccion de Bioldgicos y el area de Investigacion y Desarrollo. Debido a esto, se
obtuvieron muestras de cultivos celulares utilizadas en el proceso de ambas éareas.
Estas muestras fueron entregadas con un 85 % de confluencia para realizar la

inactivacion por calor.

El Kit para deteccion de Mycoplasma de Sartorius, indica que es necesario realizar
una inactivacion por calor de todas las muestras para desactivar y desnaturalizar
cualquier ribonucleasa que pueda estar presente, ya que estos compuestos pueden
degradar el ARN que contenga la muestra, lo que ocasionaria una interferencia en
el andlisis y deteccion del material genético en cuestion. Batejat y colaboradores en
2021 publicaron un estudio respecto al efecto de la temperatura en relacion al
tiempo de este tipo de inactivaciones, siendo la mas éptima a 95 °C ya que a esta
temperatura bastaron 3 minutos para la inactivacion de virus en muestras
nasofaringeas (Batejat, et al, 2021). El protocolo analitico del Kit para deteccion de
Mycoplasma de Sartorius, indica que es necesaria una inactivacion a 95 °C
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durante 10 minutos para poder realizar la evaluacibn mediante RT-PCR en

condiciones 6ptimas de bioseguridad.

Se utilizaron en total 9 muestras de cultivo celular (lineas celulares evaluadas:
MDCK, VERO, CRFK, BHK-21 y A-72), proporcionadas por las éareas ya
mencionadas de un laboratorio dentro de una industria farmacéutica. En la Figura 2
se presentan imagenes de los cultivos celulares de las muestras proporcionadas,
obtenidas por un microscopio invertido a 10X con el cual se monitorea de manera
constante el estado, crecimiento y confluencia de cultivos celulares. Estos andlisis
de crecimiento y confluencia son fundamentales para determinar su viabilidad,
funcionalidad y proliferacion de los cultivos celulares (Roldan et al., 2019). En la
Figura 2, se observa que los cultivos de cada una de las lineas celulares evaluadas
presentaban una confluencia superior a 85 %, se puede apreciar la distinta
morfologia caracteristica de cada uno de los cultivos y la ausencia turbidez en
todas las imagenes, lo que nos indica que aparentemente son cultivos celulares en
Optimas condiciones para utilizar en produccion y, por tanto, para ser evaluadas
(Roldéan et al., 2019).

En adicion a esto, como parte del planteamiento del proyecto, se tomd una alicuota
del Medio Esencial Minimo (MEM) que es utilizado en el tratamiento de los cultivos
celulares, para corroborar que no exista contaminacion por Mycoplasma en el

medio.

Las nueve muestras de cultivo celular y la muestra del MEM fueron inactivadas por
calor y almacenadas a 4 °C durante su transporte a la Unidad de Servicios Clinicos
y Diagnoéstico Molecular de la Universidad Auténoma de Querétaro (USCyDM,
UAQ). Durante el traslado, se monitoreaba de manera constante que la

temperatura se mantuviera a 4 °C = 2 °C.
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BHK-21

Figura 2. Fotografias tomadas con un microscopio invertido a 10X de los diferentes

cultivos celulares utilizados para el ensayo.

Tradicionalmente para realizar una RT-PCR se requiere una extraccion y
purificacion de ARN total que implica mucho tiempo y recursos materiales. Sin
embargo, en 2018, Klebe y colaboradores publicaron un informe que demuestra
que se puede evitar por completo la extraccion de ARN. En su articulo “RT-PCR
Without RNA Isolation” se describe un método para lisar células conservando el
ARN, este método implica congelar radpidamente las células en presencia de un
inhibidor de la ribonucleasa mas ditiotreitol y utilizando extractos de 250 células
directamente en el ensayo de RT-PCR. Este procedimiento evita el uso de
reactivos agresivos, que pueden inhibir las enzimas implicadas en la RT-PCR y
produce resultados practicamente idénticos a los métodos que emplean tiocianato
de guanidinio y fenol para la extraccién de ARN (Klebe et al., 2018).
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LightCycler 96 que, en cuanto a rendimiento para una RT-PCR, ofrece los mas
altos estandares que se esperan de cualquier sistema LightCycler. Este equipo
proporciona un termociclado de precision, con homogeneidad en la temperatura y
reproducibilidad, asi como un potente software accesible para los usuarios
(Hoffmann-Roche, 2023), el cual, permite obtener resultados confiables en menos
de una hora. En conjunto con el kit de Deteccion de Mycoplasma de Sartorius, este
método proporciona la capacidad de hacer una prueba de deteccion de
Mycoplasma en cultivo celular en 2 horas, contemplando Unicamente la preparacion
de la Master mix y la RT-PCR, esto es 360 veces mas rapido que el método
tradicional (30 dias).

Los ensayos se realizan mediante un sistema de deteccion con dos fluoréforos, los
cuales utilizan colorantes fluorescentes para detectar directamente los amplicones
de PCR, lo que evita la necesidad de una manipulacion posterior a la amplificacion.
Una serie de sondas de ADN, cada una especifica para un microorganismo,
marcadas con diferentes tintes de fluorescencia como lo son FAM y ROX, se
pueden utilizar de manera simultdnea para sefialar la presencia de objetivos
especificos resueltos por los filtros del instrumento, lo que permite la deteccion de
los productos de la PCR después de 20 a 45 ciclos (Dullaert-de Boert et al., 2018).
Sin embargo, el termociclador LightCycler 96 no cuenta con el canal de ROX, por lo
gque se opto por utilizar el canal de Red610, ya que como se puede observar en la
Figura 3 tomada de Biosearch Tecnologies, este tinte fluorescente cuenta con unas
longitudes de onda de emisién y excitacion muy similares a ROX, lo cual lo hace la
mejor opcion para correr el ensayo en el termociclador Roche LightCycler 96. Asi
mismo, en esta Figura también nos indica que el canal de FAM tiene los valores de

excitacion y emision en 495 nm y 520 nm respectivamente.
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BHQ™ dye
quenching
range

DYE-§'-T,, Recommended
Excitation  Emission quencher

Fluorophore Alternate dyes

BHOO 450-520nm

FAM
TET 521 536 BHO-1
CAL Fluor™ Gold 540 VICYTETUOE 52 544 BHO-1

Civ-550™ viC 530 550 BHO-1

viC CIV-550/CAL Ruar Orange 560 530 550
JOE 823 555 BHO-1
HEX 535 556 BHO-1
: O  CAL Fluor Orange 560 VICHEXUOECIV-550 538 550 BHO-1
O Quasar™ 570 Cy3 548 568 BHO-2
Ccy™3 544 566
TAMRA 857 583 BHO-2

CAL Fluor Red 580 TAMRA

Texas Red/ROX/Alexa Fuor® 594

CAL Fiuor Red 635 LC* Red 640
Cy5

Quasar 670 BHQ-Z*, BHO-3

Quasar 705 BHQ-2*. BHO-3 BHQ3 620-730nm

Cy55

Figura 3. Guia para la seleccion de colorantes para PCR publicada por Biosearch

Tecnologies en 2021. Resaltado verde las caracteristicas de FAM y en rojo la
similitud de ROX y Red610.

Durante la reaccion de RT-PCR, el reportero primero es excitado y su sefal de
emision es colectada a través de un filtro que permite el paso de la longitud de
onda correspondiente, este llega hasta un fotodetector que captura la informacion
en el software del equipo (Tamay et al, 2013), dependiendo de la longitud a la que
el reportero sea excitado y emitido obtendremos un resultado positivo o negativo de

la prueba.

El ciclo de cuantificacion (Cq) es el numero fraccionario de ciclos que se

necesitaron para que la fluorescencia alcanzara un umbral de cuantificacién (Ruiz-

Villalba et al., 2021). Esto significa que, si el equipo otorga un valor de Cq en el en
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el canal de FAM y no otorga valor de Cq en Red610, es sefial de que existe una
amplificacién y, por lo tanto, un resultado positivo; Cabe resaltar que las muestras
en las que el FAM no supera el valor umbral, antes de que se consideren negativas
se debe comprobar el valor para el Red610, ya que para poder descartar algun
problema de inhibicibn se debe corroborar que el valor de Cq sea menor al del
control blanco (NTC), de lo contrario, el resultado serd que la RT-PCR esta inhibida
(Microbial, s.f.). EI Cuadro 3 resume la interpretaciéon de los resultados que se

pueden obtener utilizando este sistema de deteccion con dos fluoréforos.

Cuadro 3. Interpretacion de resultados para un sistema de deteccion con dos

fluoro6foros.

Detector de Detector control »
Interpretacion
Mycoplasma (FAM) (Red610)
Supera el umbral. Irrelevante Muestra positiva.

Supera el umbral, sin )
No supera el umbral. Muestra negativa.
retraso respecto al NTC.
No supera el umbral /

No supera el umbral. Muestra inhibida.
retraso respecto al NTC.

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de manera general de las muestras
proporcionadas, esto incluye las muestras problema, el control positivo y negativo,
y una muestra del Medio Esencial Minimo utilizado para la expansion y
mantenimiento de los cultivos celulares utilizados. El codigo de colores asignado se
utiliz6 para separar las muestras dependiendo su origen y caracteristicas: verde
para control positivo, rojo para control negativo, naranja para las muestras del
departamento de Investigacion y Desarrollo, morado Unicamente para el MEM ya

que no contiene células o sobrenadante celular, gris para células utilizadas en

21



Cuadro 4. Resultados generales de todas las muestras analizadas.

procesos de Produccion de Biolbgicos.

Produccion de Biologicos mayores a 20 pases y azul para células utilizadas en los

Nombre de Resultado : Resultado
la muestra o por tinte Tinte St EPF RT-PCR
CTRL - - Negativo FAM 0.00 0.01 :

— Negativo
CTRL - 29.16 Positivo Red610 0.18 1.08
CTRL + 26.90 Positivo FAM 0.20 1.16 "
— Positivo
CTRL + 25.50 Positivo | Red610 0.17 0.90
CRFK-D 25.34 Positivo FAM 0.21 1.42 "
- Positivo
CRFK-D - Negativo | Red610 0.02 0.13
MDCK-D 22.62 Positivo FAM 0.24 1.85 .
Positivo
MDCK-D - Negativo | Red610 0.01 0.06
MEM - Negativo FAM 0.00 0.00 :
— Negativo
MEM 29.01 Positivo Red610 0.12 0.87
MDCK-P21 26.08 Positivo FAM 0.20 1.26 .
- Positivo
MDCK-P21 - Negativo | Red610 0.09 0.50
VERO-P23 27.93 Positivo FAM 0.13 0.76 "
- Positivo
VERO-P23 - Negativo | Red610 0.11 0.61
CRFK-P39 25.5 Positivo FAM 0.20 1.31 "
Positivo
CRFK-P39 - Negativo | Red610 0.13 0.82
BHK-21 - Negativo FAM 0.00 0.01 :
— Negativo
BHK-21 28.65 Positivo Red610 0.17 1.18
CRFK 25.16 Positivo FAM 0.18 1.25 "
- Positivo
CRFK - Negativo | Red610 0.08 0.48
MDCK - Negativo FAM 0.02 0.11 :
— Negativo
MDCK 28.83 Positivo Red610 0.14 0.92
A-72 23.83 Positivo FAM 0.23 1.67 "
Positivo
A-72 - Negativo | Red610 0.07 0.47

Cq (Quantification Cycle): Ciclo de cuantificacion

EPF (Efficiency Plateu Fluorescence): Eficiencia de la PCR
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Gréfico de amplificacion.
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Resultados RT-PCR

m Positivo  ® Negativo

Figura 4. Grafica de amplificacién con los resultados obtenidos de las muestras al
realizar la RT-PCR (arriba) y gréfico de pastel con los porcentajes de muestras

positivas (verde) y muestras negativas (azul) dentro del ensayo (abajo).
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En la Figura 4, se muestra el grafico de amplificacion proporcionado por el
termociclador Roche LightCycler 96, en el cual, se presenta una relacion entre la
cantidad de fluorescencia (eje de las ordenadas) y los ciclos de la reaccion (eje de
las abscisas). La amplificacion se detecta en cada ciclo de la reaccion, midiendo el
incremento de la fluorescencia que es directamente proporcional al aumento del
ADN (Tamay et al., 2013). Esta curva de amplificacion consta de una fase inicial,
donde la fluorescencia permanece por debajo del limite de deteccion del
termociclador, seguida de una fase exponencial donde hay un incremento de la
fluorescencia y una tercera parte donde la fluorescencia arrojada por la reaccién se
estabiliza, esto sefala el final de la reaccion. El punto donde intercepta una curva
de amplificacion con el umbral se llama Threshold Cycle (Ct). Mientras mas ADN
contenga la muestra problema, este punto sera alcanzado con un menor nimero de

ciclos.

Cuadro 5. Resultados obtenidos de los controles

Color Ng;nlt;re Cq Resul_tado Tinte Resultado
muestra por tinte RT-PCR
CTRL - - Negativo | FAM Negativo
CTRL-| 29.16 Positivo | Red610
CTRL+ | 26.90 Positivo FAM POSItivO
CTRL+| 25.50 Positivo | Red610
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Control Negativo

Control Positivo

Figura 5. Gréfico de amplificaciéon (fluorescencia en relacién al ciclo en el que

amplifica) del control negativo (arriba) y control positivo (abajo).

El umbral en el termociclador se colocé exactamente en el 0, por lo que el equipo

detecta aun el ruido de fondo. Se considero esta situacion al momento de analizar
los gréficos de amplificacion para determinar un umbral por encima del ruido y
donde la sefial aun es lineal y proporcional a la cantidad de ADN en las muestras.
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Cuadro 6. Resultados de lineas celulares proporcionadas por Desarrollo.

Nombre
Color de la Cq Reosrutlitr?tio Tinte RF?‘?-UIID%%O
muestra P
CRFK-D 25.34 Positivo FAM »
- Positivo
CRFK-D - Negativo | Red610
MDCK-D 22.62 Positivo FAM »
- Positivo
MDCK-D - Negativo | Red610
1 CRFK-D 2
2 MDCK-D 1

Figura 6. Gréfico de amplificacion de lineas celulares proporcionadas por el

En la Figura 6 se observan ambas muestras positivas amplificando con el canal
FAM a partir del ciclo 25.34 para CRFK-D y 22.62 para MDCK-D lo que indica que

departamento de Investigacion y Desarrollo.

ambas muestras son positivas a Mycoplasma.
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Cuadro 7. Resultados de lineas celulares proporcionadas por el area de Produccion

de Biologicos.

Nombre

Color| dela Cq F\;)eosrutlitre]ltc(iao Tinte Rﬁ.?}gg%o
muestra
BHK-21 - Negativo FAM Negativo
BHK-21 28.65 Positivo | Red610
CRFK 25.16 Positivo FAM Positivo
CRFK - Negativo | Red610
MDCK - Negativo FAM Negativo
MDCK 28.83 Positivo | Red610
A-72 23.83 Positivo FAM POSitivo
A-72 - Negativo | Red610

T OME MR RN 4N QN QN uN €y

Figura 7. Gréfica de resultados de lineas celulares proporcionadas por el area de

Produccién de Biologicos.
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Cuadro 8. Resultados de lineas celulares con 21, 23 y 39 pases proporcionadas por

Produccion.
Nombre de la Resultado : Resultado

caler muestra i por tinte Tinte RT-PCR

MDCK-P21 | 26.08 | Positivo FAM Positivo

MDCK-P21 - Negativo | Red610

VERO-P23 | 27.93 | Positivo FAM Positivo

VERO-P23 - Negativo | Red610

CRFK-P39 | 25.5 Positivo FAM Positivo

CRFK-P39 - Negativo | Red610

Figura 8. Gréfica de resultados de lineas celulares con 21, 23 y 39 pases

D3N M NN LN RN BN NN NN N8 DR

proporcionadas por Produccion.
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En la Figura 7 se observan los resultados obtenidos de las lineas celulares que
fueron otorgadas por el area de produccién de Bioldgicos. A diferencia de la Figura
6 que muestra que todos los resultados de las lineas celulares utilizadas por
Investigacion y Desarrollo son positivos, en este grafico de amplificacion se
aprecian resultados positivos (A-72 y CRFK) y resultados negativos (BHK-21 y
MDCK).

La muestra 1, correspondiente a BHK-21, presenta una ligera amplificacion. Sin
embargo, esto no se marca como un resultado positivo ya que esta amplificacién no
supera el valor umbral y, al presentar un valor de Cq en el canal Red610, nos indica

un resultado negativo en vez de una reaccion inhibida (Microbial, s.f.).

Asi mismo, la Figura 8 referente a las 3 muestras de lineas celulares mayores a 20
pases (MDCK-P21, VERO-P23 y CRFKP-39), cultivadas y crecidas por el
departamento de Produccion de Bioldgicos, arroja un resultado positivo a
Mycoplasma para todos los casos. No obstante, se muestra una peculiaridad en el
grafico de amplificacibn de esta Figura ya que las curvas correspondientes a
MDCK-P21 y CRFK-P39 muestran un alto grado de similitud, tanto en el ciclo de
amplificacibn como en la cantidad de fluorescencia emitida, a diferencia de la linea
celular VERO-P23 que amplifico un par de ciclos después y con menor emision de
fluorescencia en comparacion con las otras lineas celulares presentes en este
gréfico. Sin embargo, el equipo lo detecta como una muestra positiva debido a que
la fluorescencia supera el umbral utilizando el canal de FAM (Ruiz-Villalba et al.,
2021).

Para efectos de deteccion de Mycoplasma en cultivos celulares, utilizando la
técnica de RT-PCR, no es necesario realizar una cuantificacién de los resultados,
por lo que esta prueba Unicamente arrojara resultados cualitativos positivo o

negativo.
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6. CONCLUSION.
El método de deteccion de Mycoplasma mediante RT-PCR, utilizando el Kit de

Sartorius, fue eficiente al momento de evaluar distintas lineas celulares y el medio

que se utiliza para mantenerlas.

Mediante la RT-PCR se optimizd el tiempo de deteccion de Mycoplasma en cultivo

celular ya que mientras que el método tradicional proporciona resultados en 30
dias, utilizando la RT-PCR junto con el Kit de deteccibn de Mycoplasma este

resultado se obtuvo en 3 horas, contemplando la inactivacion por calor, la
preparacion y restitucion de reactivos y el tiempo que tarda en correr el ensayo.

El canal de Red610 fue una solucion viable ante la falta del canal de ROX en el

termociclador Roche LightCycler 96.
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