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There are only two ways to live your life. One
is as though nothing is a miracle. The other is

as though everything is a miracle.

Albert Einstein

Maria Camila Ferrucho Calle
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Resumen

Los cultivos celulares en la industria farmacéutica y cosmética requieren un estricto control de
parametros, incluyendo la contaminacién por Mycoplasma sp., debido a sus efectos negativos en
aspectos econoémicos y biolégicos. En este estudio, se evalud el tratamiento para eliminar
Mycoplasma sp. en células 1.929 contaminadas. Se utilizaron tres métodos de deteccion (PCR,
luminiscencia bioquimica y tincién con DAPI) para identificar eficazmente la presencia de
Mycoplasma sp. y se determiné la concentracion necesaria del tratamiento. Ademas, se compard
la velocidad de crecimiento de las células evaluadas y se realiz6 un ensayo de viabilidad con
diferentes concentraciones de SDS para analizar su respuesta posterior al tratamiento.

Durante el estudio, se detecté la contaminacion de las células 1.929 con Mycoplasma sp., y se
confirmé la efectividad de los tratamientos con Plasmocin® y MRA para eliminar el patégeno.
A pesar de ello, la presencia de Mycgplasma sp. causé cambios minimos en la velocidad de
crecimiento de las células evaluadas, especialmente entre las 120 y 144 horas de estudio. En este
periodo, se observé una disminucién en la velocidad de crecimiento en las células tratadas con
MRA, mientras que las tratadas con Plasmocin® lograron recuperar su velocidad de
crecimiento. Ademas, en el ensayo de viabilidad celular, el tratamiento demostré proporcionar
una proteccion adicional contra el efecto citotéxico, especialmente en concentraciones minimas
de SDS. No obstante, se observaron ligeras modificaciones en la morfologia celular, lo que
indican cambios irreversibles debido a la contaminacién con Mycoplasma sp. a pesar de la eficacia

del tratamiento.

Palabras clave: Células 1.929, Mycoplasma sp., métodos de deteccion, viabilidad celular,

velocidad de crecimiento, tratamiento.

Maria Camila Ferrucho Calle



Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en lineas celulares animales 9

Abstract

Cell cultures in the pharmaceutical and cosmetic industry require strict control of parameters,
including contamination by Mycgplasma sp., due to its negative effects on economic and
biological aspects. In this study, the treatment to eradicate Mycoplasma sp. in contaminated 1.929
cells was evaluated. Three detection methods (PCR, biochemical luminescence, and DAPI
staining) were used to efficiently screen for the presence of Mycoplasma sp., and the necessary
concentration of the treatment was determined. In addition, the growth rate of the evaluated
cells was compared, and a viability assay was performed with different concentrations of SDS

to analyze their response after treatment.

During the study, contamination of 1929 cells with Myeplasma sp. was detected, and the
effectiveness of the treatments with Plasmocin® and MRA to eradicate the pathogen was
confirmed. However, despite the effectiveness of the treatments, the presence of Mycoplasma sp.
caused minimal changes in the growth rate of the evaluated cells, particularly between 120 and
144 hours of study. In this period, a decrease in the growth rate was observed in the cells treated
with MRA, while those treated with Plasmocin® managed to recover their growth rate.
Furthermore, in the cell viability assay, the treatment appeared to provide additional protection
against the cytotoxic effect, especially at the lower concentrations of SDS that were evaluated.
However, slight changes in cell morphology were observed, indicating irreversible alterations

due to contamination with Mycoplasma sp. despite the efficacy of the treatment.

Keywords: 1.929 cells, Mycoplasma sp., detection methods, cell viability, growth rate, treatment.

Maria Camila Ferrucho Calle
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1. Contexto

La creciente busqueda de innovacion para el tratamiento de enfermedades como el cancer, ha
conllevado al aumento exponencial de la produccién de biofarmacos. Paralelamente, el uso de
diferentes alternativas para su produccion en el futuro ha aumentado el empleo de los cultivos
de lineas celulares como plataforma de estudio en diferentes areas del conocimiento (1). La
aplicacion de cultivos celulares se introdujo con la producciéon de vacunas, el estudio de tejidos,
la regeneracion celular y la funcidn de los genes en la expresion de una enfermedad durante el
siglo XX (2).

En el estudio y aplicacién de cultivos celulares se han encontrado diversos puntos de control
que pueden mantener la viabilidad de la linea celular y una 6ptima produccion del producto
deseado. Entre los parametros a controlar estan contemplados la aplicaciéon de productos
quimicos, la contaminacién por microorganismos, el microambiente del cultivo celular, entre
otros(1). La contaminacion celular se debe a la presencia de bacterias, hongos, virus o parasitos,
principalmente por las bacterias pertenecientes al género Mycoplasma sp., que tienen la capacidad
afectar la viabilidad celular y alterar caracteristicas gendémicas y bioldgicas que pueden conllevar
a la pérdida de la linea celular (3). Por lo que, la presencia de este género bacteriano puede
implicar perdidas en la industria farmacéutica y afectaciones en los centros de investigacion (4).
En Colombia, la busqueda de esta bacteria prevalece en el estudio de infecciones en animales y
personas, principalmente debido a la relevancia en el impacto de los sectores productivos
avicolas, pecuarios y cuidado sanitario de la poblacién mediante una deteccion serolégica,
técnicas de ELISA y hemaglutinacion(5). Sin embargo, su impacto en el uso de lineas celulares
y continua de la busqueda de la contaminacién tiene una alta importancia en el plano académico
e investigativo, aunque no se descarta que en el futuro la industria tenga mayor auge con el

impulso nuevamente en la producciéon masiva de vacunas, como lo fue en el siglo XX (6).
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Debido al impacto que puede tener la presencia de esta bacteria a nivel industrial “la
Administracién de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos” FDA y “Farmacopea de
los Estados Unidos” USP, recomiendan realizar protocolos y procesos de seguimiento, con el
fin de detectar lineas celulares contaminadas y controlar la posibilidad de contaminacién (7). La
técnica recomendada por los protocolos de control se fundamenta en el cultivo de las células
en placas con medio de cultivo que permite determinar la presencia de contaminacién en 28
dias. Siendo el tiempo de ejecucion su principal desventaja, se han empezado a estudiar técnicas
alternas que permitan la deteccién del microorganismo que sean costo-eficientes para su uso en
el estudio de lineas celulares (4).

Entre los métodos empleados se encuentran el analisis de acidos nucleicos, que permiten de
manera rapida la deteccién de ADN especifico del microorganismo contaminante, este es el
caso de PCR y PCR cuantitativa y el uso de microarreglos, estos métodos permiten la deteccion
de Mycoplasma sp. e identificaciéon de la especie contaminante. Sin embargo, su principal
desventaja son los equipos necesarios para su empleo y la especificidad que requieren los
cebadores (primers) para la deteccion e identificacion del microorganismo (8).

Por otra parte, el desarrollo e implementaciéon de métodos alternativos como la deteccion de
enzimas especificas y la aplicacion de receptores de lipoproteinas en enzimas recombinantes
son otras variantes contempladas en la deteccion del patégeno. Estas se fundamentan en la
deteccion de actividad enzimatica mediante la generacién de bioluminiscencia y, deteccion de
receptores especificos mediante colorimetria. Siendo métodos de bajo costo, alta sensibilidad y
practicos pero que carecen de capacidad de deteccion y cuantificacion del patdgeno presente
).

En consecuencia, la presencia de Mycoplasma sp. puede tener efectos en la velocidad de
crecimiento de una linea celular y uno de los procesos mas importantes a desarrollar en el
laboratorio su deteccién oportuna. No obstante, la diversidad de métodos, el tiempo de
implementacion, el costo y el limite de deteccion representan criterios de seleccion importantes
para la implementacién de un método de deteccion 6ptimo. Por lo que en este trabajo se evalud
el efecto del tratamiento para la eliminacioén de Mycoplasma sp. en la velocidad de crecimiento de

la linea celular animal 1.929 contaminada.
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2. Introduccion

La investigacion en el campo de la biologfa ha experimentado un aumento significativo, lo que
ha permitido transformar las posibilidades de estudio de la unidad mas basica de la vida: la
célula. Esto ha llevado a avances e innovaciones tanto en el ambito terapéutico como cientifico.
En particular, se ha empleado esta plataforma en la produccién de biofarmacos para tratar una
amplia gama de enfermedades (10). En 1982, la FDA aprobd el uso terapéutico de
biofarmacéuticos en respuesta a la necesidad de desarrollar enfoques innovadores para tratar
enfermedades. Estos biofarmacéuticos son sustancias terapéuticas derivadas de
microorganismos y células animales, obtenidas a través de métodos biotecnoldgicos, y
representan una via importante para curar y prevenir enfermedades en el nuevo siglo (11). Entre
los tipos de biofarmacéuticos mas destacados se encuentran las vacunas, los componentes
sanguineos, los tejidos, los productos celulares y genéticos, asi como las proteinas

recombinantes (3).

La produccién de biofarmacos y células como plataformas de investigacion tiene diversos
controles establecidos por los entes reguladores y requiere de afios de proceso para obtener un
producto final (12). Entre los controles se monitorean diferentes caracteristicas en el cultivo
celular que contemplan la diferenciacion celular, cantidad, estabilidad de viabilidad, pureza e
inocuidad (13). Uno de los pasos cruciales en la producciéon y mantenimiento de la linea celular

es su pureza durante todo el proceso (13,14).

La contaminacién con microorganismos u otras lineas celulares pueden ser factores criticos en
la produccién y seguridad del producto final. Por lo tanto, la aplicacion de diferentes estrategias
en el laboratorio y el proceso produccion es clave para alcanzar un producto 6ptimo (15). Por

otra parte, la selecciéon de métodos de deteccion para Mycoplasma sp. en cultivo celular es uno



Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en lineas celulares animales

de los principales puntos para abordar las preocupaciones de esterilidad y pureza en la
produccién y actuar en caso de presencia de este microorganismo. Entre estas técnicas se han
utilizado diferentes alcances como el cultivo tradicional, tincién directa e indirecta, técnicas de
biologia molecular y técnicas bioluminiscentes, siendo su principal diferencia la sensibilidad y el

tiempo de deteccion del patdgeno (8).

En este capitulo se presentan los principales conceptos de lineas celulares, posteriormente, se
expone las caracteristicas de Mycoplasma sp y codmo su presencia representa un problema de gran
importancia en la produccion y uso de lineas celulares en los ambitos de investigacion e
industria, finalmente se identifican las diferentes técnicas de deteccion desarrolladas para
detectar este microorganismo y algunas estrategias de tratamiento para eliminar Mycoplasma sp.

de las lineas celulares como alternativa al proceso de descarte.

2.1 Lineas celulares

Desde 1950, el cultivo de lineas celulares se ha convertido en una practica rutinaria para explorar
alternativas en el tratamiento de enfermedades (106). Estas lineas celulares se clasifican en células
primarias, células de autorrenovacion y células transformadas, y su uso en bancos de células
depende de los rasgos necesarios de la muestra de linea celular para el proceso de produccién o
investigacion (16). Las lineas celulares primarias son finitas, lo que significa que su cultivo se
limita a un numero determinado de divisiones celulares. Ademas, se aplican medidas de control
de seguridad debido a su origen, ya que se obtienen en su mayorfa directamente de biopsias

(17).

Por otro lado, las células transformadas son el resultado de la manipulacion genética y se pueden
obtener mediante optimizaciones de cultivo. Sin embargo, presentan una desventaja unica: su
genética puede alterarse en cada proceso de subcultivo, lo que conduce a modificaciones
genéticas y fenotipicas en la linea celular (18,19). En la industria biofarmacéutica, se utilizan
lineas celulares autorrenovables, las cuales tienen la capacidad de proliferar indefinidamente en
medios de cultivo especificos sin alterar sus caracteristicas intrinsecas. Algunas de las lineas
celulares de mamiferos mas comunmente utilizadas incluyen el ovario de hamster chino (CHO)

y la linea de mieloma de ratén NSO (20,21).
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Sin embargo, al principio, las lineas celulares no fueron el motor principal de la produccion
biofarmacéutica. Fue en 1975, cuando la cepa de E. «0/i K12 se establecié como el tnico huésped
eficaz para la producciéon de la primera proteina recombinante. No obstante, presentaba una
desventaja importante: no cumplia con las expectativas en cuanto a la produccion de proteinas
de mamifero con las modificaciones postraduccionales necesarias. Esto generd la necesidad de
continuar investigando en técnicas de ADN recombinante (tfDNA) para utilizar células de

mamiferos como huéspedes de produccion(22).

Estas técnicas impulsaron la produccion de vacunas y anticuerpos monoclonales al utilizar lineas
celulares como nuevas plataformas estables en lugar de anticuerpos quimicamente idénticos.
Esto brindé una ventaja significativa a las células: su capacidad de replicacion infinita en
comparacion con otras plataformas de producciéon e investigaciéon en diversos campos, como

el tratamiento de enfermedades y la industria farmacéutica (18, 21).

Dentro del proceso biotecnoldgico de produccion de productos biofarmacéuticos, como
anticuerpos monoclonales, productos proteicos y enzimas de diversos huéspedes, las lineas
celulares han demostrado ser una plataforma sélida para la investigacion y la produccion. Estas
células desempefian un papel fundamental en la industria biofarmacéutica. En la etapa upstream
del proceso, las lineas celulares son utilizadas en la produccién de anticuerpos y en la generacion
de tejidos, lo que constituye la base para obtener productos de origen biolégico destinados a
diversos mercados (19). En la etapa downstream, las células son empleadas en los diferentes
procesos de aprobacién de productos farmacéuticos, mediante estudios de citotoxicidad,

analisis de funciones genéticas y estudios de terapia génica y celular (1, 3, 20).

Durante décadas, el monitoreo de parametros operativos como el pH, el oxigeno disuelto y la
temperatura ha sido fundamental en la producciéon de biofarmacéuticos para asegurar una
produccién efectiva por parte de las lineas celulares. Sin embargo, para garantizar la calidad de
los productos, muchas empresas han comenzado a implementar el monitoreo de las
caracteristicas de las células utilizadas en la produccién. Esto implica evaluar la viabilidad,

esterilidad y autenticidad de las células a lo largo de todo el proceso de produccion (23).

El seguimiento de las caracteristicas intrinsecas del cultivo celular implica realizar un monitoreo
rutinario desde el banco de células hasta la obtenciéon del producto final. Es fundamental

implementar y seguir la morfologia, la tasa de crecimiento y la calidad de los medios de cultivo
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utilizados para garantizar una produccién segura y homogénea en todo el proceso. Aunque en
empresas que fabrican una amplia variedad de medicamentos, el monitoreo rutinario no
representa un mayor problema, ya que este protocolo basico de monitoreo es fundamental

durante la produccion (23).

Sin embargo, la pérdida de autenticidad celular se convierte en un problema significativo, ya que
implica el perfilado de la linea celular para garantizar la ausencia de contaminacioén cruzada entre
diferentes lineas celulares presentes en un solo cultivo. Las caracteristicas intrinsecas de las
células pueden experimentar cambios menores o mayores durante el almacenamiento y la
producciéon. Por lo tanto, en la actualidad, se realiza un seguimiento constante de la variacién
clonal mediante técnicas de edicién de secuencias y genomas de tltima generacion para asegurar
la producciéon homogénea de biofarmacos y detectar cualquier variaciéon genética en la linea

celular utilizada o, en el peor de los casos, la presencia de contaminaciéon con multiples lineas

celulares (17,24).

Finalmente, el aseguramiento de la calidad del producto implica garantizar la ausencia de agentes
quimicos o biolégicos que puedan representar riesgos para la salud del consumidor final o la
pérdida de las células utilizadas en el proceso de produccién. Para lograr esto, se implementan
diversos métodos para la deteccién oportuna de agentes quimicos provenientes de los procesos
de limpieza y esterilizacién de los equipos de produccion, que incluyen pruebas fisicoquimicas
y microbiolégicos. Ademas, se presta especial atencion a la presencia de agentes biologicos
como bacterias y mohos, siendo crucial la detecciéon oportuna de Mycoplasma sp. Esto implica
seguir protocolos de esterilidad y seguridad en conformidad con las buenas practicas de
manufactura y las buenas practicas de laboratorio, a fin de garantizar la seguridad del producto

en todas las etapas de la linea de produccién (25).

Dado el valor de esta plataforma de estudio, es crucial manejar y manipular las lineas celulares
con cuidado para obtener resultados relevantes (2). El control de la contaminacién por
Mycoplasma sp. y otros microorganismos es esencial para evitar impactos negativos y la pérdida
de la linea celular (10,26,27). No obstante, es importante tener en cuenta que el uso continuo
de una linea celular en la investigaciéon puede dar lugar a variaciones genéticas y fenotipicas

debido a su manipulacién y mantenimiento en el entorno de cultivo (206).
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Sin embargo, los diferentes controles aplicados para mantener el Mycoplasma sp. al margen
pueden verse empafiados por otras practicas que deben manejarse con cuidado. Con estas
practicas, la internacionalizaciéon de los estudios a nivel mundial y la interaccién de diferentes
grupos de investigacion pueden conducir a la alta posibilidad de contaminacién cruzada de las
lineas celulares, debido al alto riesgo de contaminacién durante el transporte y la manipulacion
de las lineas celulares en estudio (9,28). Estos han llevado a la aplicacién de rastrear la presencia
de Mycoplasma sp. y enfatizar la posibilidad de tratamiento y su efecto en la linea celular después

de un procedimiento de deteccion y erradicacion (28).

2.2 Mycoplasma sp.y sus caracteristicas

Mycoplasma sp. es un género bacteriano perteneciente a la clase Mollicutes y familia
Mycoplasmataceae relacionado con bacterias Gram-positivas filamentosas (29,30). Mycoplasma sp.
fue reportada por primera vez en 1898 como la causa de una enfermedad poco comun, la
pleuroneumonia bovina, aunque inicialmente se describi6 erréneamente como un virus debido
a sus caracteristicas morfologicas (31). En 1956, en el laboratorio de la Universidad John
Hopkins, se le otorgd el nombre de Mycoplasma, en base a sus caracteristicas morfologicas,
después de su observacion en un cultivo de una linea celular que posiblemente estaba

contaminado con un microorganismo de morfologfa similar a la descrita 50 afos antes(3).

Alo largo de los afios se han llevado a cabo estudios que han revelado sus diversas caracteristicas
genéticas y fenotipicas de Mycoplasma sp., estos estudios han destacado la dificultad de detectarla
de manera oportuna cuando esta presente en cultivos celulares y de distinguirla de otros
microorganismos(31). Dentro de los estudios del genoma, se ha propuesto la hipotesis de su
evolucién reductiva como explicacion de su morfologia y caracteristicas unicas. Estas incluyen

la ausencia de pared celular y su forma de vida parasitaria entre las células de su entorno.

Las bacterias se diferencian esencialmente por las caracteristicas de su pared celular, entre
Gram-positivas y Gram-negativas, tienen una estructura que les permite sobrevivir en diferentes
ambientes de convivencia (32). La mayoria de los antigenos presentes en la superficie bacteriana
son lipoproteinas, las cuales desarrollan un proceso clave en su crecimiento y ciclo de vida y su
modulacién es parte del mecanismo de generacion de enfermedades y evasion de la respuesta

inmune en sus hospedadores (33). Es por ello, que la ausencia de esta importante estructura,
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indica la evolucioén reductiva de Mycoplasma sp. y la posible pérdida de partes de los cromosomas
de sus ancestros. Debido a esto, se considera que este patéogeno solo conserva los genes
esenciales para sobrevivir, ya que esto los llevé a una forma de vida parasitaria que involucra la

obtencion de nutrientes de su hospedero (31).

La ausencia de una pared celular es parte de las propiedades inequitativas que posee Mycgplasma
sp., algunas de las cuales pueden destacarse como el choque osmético y la sensibilidad a los
detergentes, la resistencia a diferentes antibidticos que son usualmente empleados en el cultivo
celular como penicilina y estreptomicina y la morfologia macroscépica de colonias tnicas que
se asemejan a la descripcién de un huevo frito (33,34). Después de la evolucion reductiva de
Mycoplasma sp., los organelos presentes son los ribosomas, la membrana celular y el ADN
empaquetados de forma compacta. La forma dominante que se encuentra en las diferentes
especies de micoplasma se asemeja a la presencia de un citoesqueleto anterior a su devolucion
de bacterias Gram positivas. Dado que la funcién principal de este organulo es la modulacion
de la forma, la motilidad y la division celular, esta bacteria presenta una estructura similar para

mantener la replicacion binaria distinguible que caracteriza a los procariotas(31).

Asimismo, su diminuto tamafio (0,1 — 0,3 pm) y forma pleomérfica son aspectos que dificultan
su visualizacién en microscopios convencionales y ain mas su control y prevencion de
contaminaciones en el cultivo de lineas celulares en muchos laboratorios que emplean esta
plataforma de investigacion (35). Estas caracteristicas le permiten pasar a través de las
membranas de filtracion, métodos utilizados habitualmente para esterilizacion de medios de
cultivos y otros componentes que no puede ser esterilizados a través de calor humedo o seco
(en autoclave) para evitar la contaminacién microbiana, por lo que son necesarios otros métodos
de prevencién para evitar la contaminacion de la linea celular (35). Durante el crecimiento de
Mycoplasma sp. , al cohabitar con células, dependiendo de la especie, esta bacteria compite por
los nutrientes necesarios para su supervivencia, afectando el crecimiento de la célula huésped y

actuando como parasito al invadir y degradar el ADN (306).

La presencia de esta bacteria en cultivos celulares es un punto de control en la produccién y
estudio de lineas celulares, ya que afecta el cultivo de células eucariotas, alterando incluso los

resultados obtenidos en estudios de investigacion relacionados. Su presencia induce a la
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reprogramacion del transcriptoma celular, cambios en el metabolismo de la célula huésped,

efectos en la transduccion y, en algunos casos, puede conducir a la apoptosis celular (3).

Todas las especies de Mycoplasma sp. carecen de su pared celular rigida, sin embargo, algunas
poseen organelos ubicados en sus polos, que permiten la adhesion y la motilidad en el cultivo
celular, logrando asi la invasion en las células huésped (35,37). Por lo tanto, el control de la
contaminaciéon por este microorganismo es de alta importancia y dificil manejo, ya que sus
procesos de tratamiento y eliminacion, si esta presente en una linea celular, puede tener efectos

posteriores sobre la viabilidad de la linea celular (36).

2.3 Meétodos de deteccion de Mycoplasma sp. cultivo de lineas

celulares

La deteccion de Mycoplasma sp. en cultivos celulares es un requisito de entidades reguladoras
como la FDA para poder comercializar un producto bioterapéutico en el mercado farmacéutico.
El método principal para la deteccion de Mycoplasma sp. en cultivos celulares establecido por los
entes regulatorios es la promocién del crecimiento del patégeno en medios de cultivo
especificos. Este método requiere un tiempo de implementacion y evaluacion de entre 7 y 28
dias, lo que implica la posibilidad de contaminacién de otras células no infectadas durante el

aislamiento del patégeno(4).

Debido a la necesidad de detectar efectivamente Mycoplasma sp. en cultivos celulares y su
importancia en diversas industrias biofarmacéuticas, se ha considerado la implementaciéon de
nuevos métodos como alternativas de detecciéon. Esto implica la comparacion de diferentes
aspectos, como el tiempo de implementacion, la sensibilidad y el costo, que se establecen segin
los requisitos de cada industria. Entre los métodos utilizados se encuentran las técnicas que
emplean la tincion directa e indirecta de ADN, las técnicas de biologia molecular (NAT), la
técnica bioquimica con bioluminiscencia y el uso de células recombinantes (8,30). Estas técnicas
se comparan y se establecen como requisito fundamental para el manejo y procesamiento de

lineas celulares en la industria y en los laboratorios de investigacion.



Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en lineas celulares animales

2.3.1 Técnicas tradicionales con medio de cultivo y tincién directa e

indirecta

Debido a la naturaleza del problema de contaminacién que se enfrenta en el proceso de
producciéon de vacunas y biofirmacos, tradicionalmente los microorganismos han sido
detectados mediante su cultivo en medios liquidos y sélidos que se asemejan a los nutrientes
necesarios para su crecimiento en forma macroscopica. Ademas, existen enfoques directos para
la deteccion de Mycoplasma sp. que incluyen técnicas de tincion de ADN vy tincién directa e

indirecta utilizando colorantes como Hoechst 13342 y DAPI (38).

Las técnicas tradicionales implican la induccién del crecimiento de Mycoplasma sp. en medios de
cultivo para detectar la presencia del microorganismo. Los Procesos Operacionales Estandar
(POE) determinados en los documentos de la Farmacopea Europea y FDA establecen el cultivo
y aislamiento de la bacteria en medios de cultivo con fuentes complejas de carbono y nitrégeno,

asi como condiciones de cultivo similares a las utilizadas en el cultivo celular (38).

Las diferentes especificaciones presentes en el medio de cultivo y el aislamiento del
microorganismo presente en el cultivo celular presentan una desventaja frente a otras técnicas
de deteccion, dada la dificultad y el tiempo necesario para obtener un resultado confiable (39).
Adicionalmente, la sensibilidad de la técnica es dependiente del manejo del cultivo, la
preparacion de los medios y la calidad de sus componentes pues la capacidad de obtencion de
nutrientes por parte Mycoplasma sp. para poder tener un crecimiento efectivo implica
generalmente el aporte de nutrientes que las células huéspedes generan durante su crecimiento,
por lo que el reemplazo de estos nutrientes mediante medios sintéticos y suplementos implica

un manejo adicional (40).

La gran dificultad en la implementacién de la técnica de cultivo en agar es la necesidad de confiar
en la capacidad de Mycoplasma sp. para crecer en los medios de cultivo debido a la existencia de
especies no cultivables. Por estas razones, las técnicas de tinciéon de ADN involucran el empleo
de colorantes como 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y el bisbenzimidazol Hoechst 33342,
los cuales son marcadores fluorescentes que permiten la visualizacion de Mycoplasma sp.
cultivables y no cultivables, debido a que se une a regiones ricas de adenina y timina del ADN

presente en la muestra (41).
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2.3.2 Técnicas moleculares (NAT)

Por otra parte, desde 1988, la aproximacion molecular para la deteccion se ha vuelto cada vez
mas importante en el ambito de la investigaciéon. En ese afio, se logré una exitosa amplificacion
de ADN mediante el uso de una polimerasa termoestable. El concepto principal de los métodos
moleculares en esta aplicaciéon se basa en la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), que
permite amplificar un fragmento de ADN (1). Existen diferentes tipos de técnicas moleculares
que se implementan en funcioén de su nivel de especificidad y sensibilidad. Estos se clasifican
en tres tipos principales: PCR isotérmica, convencional y cuantitativa(42). Los niveles de
especificidad y sensibilidad estan determinados inicialmente por el proveedor del kit o por el
investigador que disefia los cebadores especificos utilizados en la prueba. Sin embargo, es de
gran importancia que el laboratorio estandarice y valide el método, con el fin de definir las

condiciones 6ptimas de uso y deteccion (8).

La implementacién del método PCR convencional o de punto final, se basa en el uso de
cebadores especificos que después de amplificar el fragmento especifico del genoma de
Mycoplasma sp. establecen la presencia o ausencia de Mycoplasma sp. mediante la visualizacién de
las bandas de amplificacion en la electroforesis en gel de acrilamida que debe relacionarse con
el par de bases marcador per peso molecular (8). Dado que se trata de una verificaciéon de la
presencia o ausencia del patbgeno mediante la observacion de una banda especifica, no se puede

determinar la cantidad de Mycoplasma sp. presente en la muestra o cultivo celular.

Sin embargo, en algunas instalaciones de investigacion o industrias, la necesidad de desarrollar
un plan de control requiere la cuantificacion de Mycaplasma sp. presente en las diferentes
muestras. Para este requisito, la implementacién de una técnica de PCR cuantitativa en tiempo
real es un enfoque util (8). Se basa en la mediciéon en tiempo real de la fluorescencia generada
durante la amplificacién del fragmento de ADN durante la reaccién de PCR debido a la
intercalacion de colorantes fluorescentes como SYBR Green en los fragmentos de ADN en
estudio (8). El uso de esta técnica permite la comparacion del ciclo limite que es proporcional
a las copias amplificadas del fragmento en estudio. Adicionalmente, el estudio de las curvas de
disociacién permite verificar la autenticidad del fragmento amplificado frente a controles

positivos y negativos (43).
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Por otro lado, se han implementado nuevas tecnologias que combinan diferentes técnicas, como
la amplificacién isotérmica de secuencias de acidos nucleicos (NASBA) y la amplificacion
isotérmica en bucle (LAMP), entre otras. La técnica LAMP, en particular, es altamente
especifica y sensible en la deteccion de hebras de ADN. Ademas, al ser una técnica isotérmica,
no requiere de equipos sofisticados para su implementacion, aunque la cuantificacién precisa

de Mycoplasma sp. atn no esta especificada(44).

A pesar de la sensibilidad y variedad de métodos disponibles, la principal desventaja es la
necesidad de equipos especificos para su aplicacién, lo que limita su uso como una técnica de
deteccion de Mycoplasma sp. de bajo costo. Por lo tanto, se ha explorado la implementacién de
otras técnicas que no requieren equipos sofisticados, como un termociclador y equipos de
cuantificacién, con el fin de detectar Mycoplasma sp. en los cultivos celulares utilizados en el

laboratotio.

2.3.3. Técnicas alternativas

Dentro de las alternativas, los nuevos avances en la industria incluyen el uso de enzimas
mediante luminiscencia bioquimica, sondas especificas para deteccién y células recombinantes.
La técnica de luminiscencia bioquimica se basa en el estudio de una actividad enzimatica
especifica cuando Mycplasma sp. esta presente. Debido a su evoluciéon reductiva, los
microorganismos de la Clase Mollicutes, como Mycoplasma sp., generan ATP a través de la
fermentacion de carbohidratos y arginina. Por lo tanto, las enzimas carbamato quinasa y acetato
quinasa se utilizan como marcadores para su deteccion (8). La técnica de luminiscencia
bioquimica tiene como objetivo detectar la enzima acetato quinasa presente en Mycoplasma sp.,
ya que esta enzima convierte ADP en ATP, lo que genera una emisién de luminiscencia pues
emplean las enzimas ya mencionadas dentro de las rutas metabdlicas para la generaciéon de ATP
desde la fermentacion de glucosa y la lisis de arginina (45,46). Debido a su sensibilidad,
practicidad y rapidez, este método requiere una alta concentraciéon del microorganismo para

detectar de manera efectiva su presencia, Tabla 1 (47).

acetato quinasa

acetilfosfato + ADP «———— Acetato + ATP

. carbamato quinasa .
fosfato de carbamoilo + ADP amoniaco + carbonato + ATP
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Los componentes del reactivo y el sustrato empleados en la prueba tienen presencia de
luciferasas, fostatos inorganicos y ADP en el caso del reactivo y fosfatos de acetilo y carbamoilo
como precursores de las reacciones que en presencia de las enzimas empleadas por Mycoplasma
sp. pueden genera ATP como sefal para la detecciéon con luminiscencia bioquimica empleada

en este kit de Lonza (48).

La técnica relacionada con la deteccion de Mycoplasma sp. mediante el uso de una linea celular
recombinante especifica que expresa el receptor Toll (TLR2) es otro enfoque utilizado. Este
receptor reconoce las lipoproteinas presentes en Mycoplasma sp. y desencadena una cascada de
seflalizaciéon que activa la transcripcion celular del complejo de transcripcion de ADN conocido
como NF-xB. PlasmoTest® (InvivoGen) es una prueba que utiliza células HEK 293 que
expresan el TLR2, y en presencia de Mycoplasma genera una cascada de sefializaciéon que se
puede visualizar mediante un cambio de color en el medio de analisis (9). Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la sencillez de este método puede afectar la especificidad de los
resultados, ya que pueden producirse falsos positivos debido a la similitud de las respuestas con

la contaminacién por otros microorganismos, en lugar de la presencia real de Mycoplasma sp.

Por otro lado, la técnica empleando sondas para detectar Mycoplasma sp. tiene dos enfoques:
microensayos y colorimetria. Los microensayos son altamente robustos debido a su enfoque de
PCR altamente especifico, que no solo permite la deteccion sino también la identificacion del
microorganismo. El resultado del microensayo depende de la especificidad de los genes 16S y
23S tRNA presentes en Mycoplasma sp, asi como del protocolo de PCR utilizado para la

preparacion de la muestra (49).

La técnica colorimétrica también utiliza sondas con una diana especifica de la region 16S rRNA,
pero solo puede detectar ocho especies de micoplasma. Esta estrategia se utiliza en un kit de
deteccion proporcionado por R&D Systems, donde la muestra se hibrida con sondas en una
placa recubierta, y luego se realiza una reacciéon de unién conjugado-sustrato. El color
desarrollado es proporcional al tfRNA de Mycogplasma sp. detectado en la muestra original. Sin
embargo, una de las desventajas de esta técnica es que solo puede detectar ocho especies, lo que
limita su aplicabilidad en casos donde puedan estar presentes otras especies de micoplasma que

no estan incluidas en la especificidad del kit (8).
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Tabla 1. Comparacién de sensibilidad, limite de deteccién, tiempo y costo de los métodos de

deteccion de Mycoplasma sp.

Lot Limite de Cantidad Costo
Técnica ensibilidad Tiempo Ref.
deteccion de ensayos  (USD)
Tincién directa e  Directa: B 100
1 UFC* 12h-8d 333.00 (29,30)
indirecta Indirecta: A
Aislamiento con 12h- 14
A 1 UFC o 367.61 (30)
medio de cultivo d
30 min — 100 24750 —
PCR A 1-10 copias pl! ©)
2h 1417.85
30 min— 25
qPCR 1-10 copias pl! oh 683.39 ©))
10 = 102UFC ml- 40 — 90
PCR isotérmica A 100 631.00 (8)
1 min
Sondas de 15 — 2500 UFC
M 4.5h 96 421.00 ©))
deteccion ml!
Células 103— 105 UFC ml- 250
M 2d 562.00 )
recombinantes 1
Inmunotincién
105 — 10 7 UFC
con Hoechst M L 2h 25 mg 42,75 (26)
ml. -
33342 / DAPI
Luminiscencia
M 103 UFC ml! 30 min 100 733.00 (28)
Bioquimica

* Depende del analista y representa una aproximacion al resultado de la presencia o ausencia de Mycoplasma sp.

en el cultivo. **Alta: A, Moderada: M, Baja: B. ***Hoechst 33342

2.4
sp.

Tratamientos de cultivos celulares contaminados con Mycoplasma

En presencia de Mycoplasma sp. en cultivos de lineas celulares, se sugiere inicialmente realizar un

tratamiento térmico utilizando un autoclave y descartar las células contaminadas. Sin embargo,

una opcidén practica es el tratamiento con antibidticos para erradicar Mycoplasma sp. de los

cultivos celulares. Se ha demostrado que ciertos antibidticos son efectivos para la erradicacion
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de Mycoplasma sp., entre ellos se encuentran las tetraciclinas, pleuromutilinas, macrélidos y
fluoroquinolonas. Estos antibiéticos se utilizan en concentraciones bajas y pueden
administrarse de forma individual o en combinacién con otros antibidticos en un enfoque de
tratamiento dual. También se pueden utilizar de manera profilactica para prevenir la aparicion

de la contaminacioén por Mycgplasma sp. nuevamente en el cultivo tratado (50,51).

Las tetraciclinas son un grupo de antibidticos de amplio espectro utilizados para tratar
infecciones causadas por bacterias Gram positivas. Estos antibidticos actian inhibiendo la
sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la subunidad 30S de los ribosomas, lo que impide
que la bacteria funcione correctamente y se replique. Las tetraciclinas se consideran antibiéticos
bacteriostaticos, ya que detienen el crecimiento y la reproduccion de las bacterias en lugar de

erradicarlas directamente (52).

Por otro lado, la pleuromutilina es otro antibiético con actividad antibacteriana moderada
contra patégenos Gram positivos y Mycoplasma sp. Actia mediante la inhibicién de la sintesis
proteica al interactuar con los ribosomas bacterianos, pero no afecta la sintesis proteica de las
células eucariotas. Esto lo convierte en un tratamiento especifico contra las bacterias sin dafar
las células huésped (53). Estos antibidticos, como las tetraciclinas y las pleuromutilinas, pueden
ser utilizados en un tratamiento dual durante un periodo de 3 semanas, con una concentracioén

de 10 pg por mililitro, para tratar la contaminacion de células en estudio causada por Mycoplasma

sp.(50).

Por otra parte, las fluoroquinolonas son un grupo de antibidticos de amplio espectro con
actividad bactericida. Uno de los antibidticos de segunda generaciéon mas utilizados es la
ciprofloxacina, la cual genera actividad bactericida contra bacterias Gram negativas, asi como
actividad adicional contra bacterias Gram positivas. La ciprofloxacina actia impidiendo la
replicaciéon bacteriana al inhibir la enzima ADN girasa. Ademas, también afecta a la
topoisomerasa IV, lo cual interfiere con la divisiéon del ADN cromosémico y, como resultado,
afecta la transcripcion del ADN, lo que conlleva a la apoptosis de la célula bacteriana (54).

Asimismo, los macrélidos son compuestos antimicrobianos bacteriostaticos que estan
compuestos por un anillo de lactona con multiples grupos cetona e hidroxilo unidos a uno o

mas azucares, al igual que las fluoroquinolonas, son antibiéticos de amplio espectro y su campo
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de accioén esta dirigido a la unién al RNA ribosomal 23S del ribosoma 50, que tiene un efecto
inhibitorio en la sintesis de proteinas dependientes del RNA ribosomal (55,56).

En el mercado existen diversos productos para combatir contra la contaminacién por
Mycoplasma sp., entre los que se destacan: Plasmocin®, Mycozap, Mycoplasma Removal Agent
(MRA) y Plamocure™. Plasmocin® es un tratamiento dual que contiene en su formulacion
fluoroquinolona (que actia como agente bloqueante de la proteina de sintesis) y un macrolido
(que detiene la replicacion de ADN), este tratamiento se emplea en una concentracion final de

25 pg ml" por dos semanas.

Por otra parte, Mycozap es un tratamiento que se basa en la combinacién de un péptido activo
de membrana, que puede ser, surfactina y un antibiético convencional. En la primera parte del
proceso la mayorfa de Mycoplasma sp. presente es lisado y lavado al utilizar un agente activo de
superficie. En la segunda parte, Mycoplasma sp. adn presente es eliminado por el antibiético. Este
tratamiento es recomendado cuando las células se encuentran en malas condiciones previo al

tratamiento y su cantidad solo alcanza para el tratamiento con un solo antibiético (50).
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3. Materiales y Métodos

3.1 Cultivos celulares y preparacion de muestras

La linea celular utilizada en el presente estudio fueron fibroblastos de ratén murino (1.929).
Estas células fueron clasificadas en dos grupos: células 1.929 con contaminacién crénica de
Mycoplasma sp. (1929 C) y células 1.929 nuevas libres de Mycoplasma sp. (1.929 N). Las células
1.929 C se encontraban disponibles en el laboratorio de Procesos Quimicos y Bioquimicos en
criopreservacion en nitrégeno liquido. Por otro lado, las células 1.929 Nuevas Libres de
Mycoplasma sp. (1.929 N) fueron adquiridas y se confirmé su ausencia de contaminacion

(L70026472, ATCC, USA) mediante los métodos de deteccion disponibles en el laboratorio

Las lineas celulares 1.929 C se subcultivaron desde el vial congelado en nitrégeno liquido a un
frasco T75 con 10 ml de Medio de Eagle Modificado por Doubelco (DMEM, Gibco™)
suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco™) al 10% (v/v). Las células se incubaron
a 37 °C en una atmosfera humeda al 5% de CO,. Después de 24 horas, se realiz6 un seguimiento
de la morfologia y, al alcanzar un 80% de confluencia (3 dias después), se llevé a cabo un
subcultivo mediante la remocioén del medio de cultivo presente en la caja T75 y la adicion de 4
ml de tripsina, se incub6 durante 5 minutos a 37 °C en una atmésfera himeda al 5% de CO..
Posteriormente, se neutraliz6 la tripsina con 4 ml de medio DMEM suplementado y se procedié
a realizar una centrifugacién a 1200 rpm durante 5 minutos. Luego, se removio el sobrenadante

y se afladieron 3 ml de medio DMEM suplementado para resuspender las células.

Este proceso se repiti6 en dos subcultivos adicionales en cajas T75, con 10 ml de medio DMEM
(Gibco™) y una concentracién inicial de 500,000 células/ml, hasta alcanzar el 70% de

confluencia para continuar con los ensayos.
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De la misma manera, se llevé a cabo este proceso de cultivo y subcultivo con un vial de células
de 1.929 N, extraido de la criopreservacion en el tanque de nitrégeno liquido. Es relevante
mencionar que las células 1.929 C fueron incubadas en una incubadora diferente a las células
1.929 N; no obstante, ambas se mantuvieron bajo las mismas condiciones de incubacién a 37

°C en una atmédsfera himeda con un 5% de CO2 en ambas incubadoras.
3.2 Mcétodos de deteccion de Mycoplasma sp.

3.2.1. Método de luminiscencia bioquimica

El método bioluminiscente se desarrollé utilizando el kit de deteccion MycoAlert™ PLUS
(LT07-710) proporcionado por Lonza (Walkersville, MD, USA). MycoAlert™ PLUS es un
ensayo selectivo que emplea la actividad enzimatica de carbamato y acetato quinasas para
determinar la presencia de Mycoplasma sp. en lineas celulares. El ensayo se desarroll6 inicialmente
de acuerdo con las instrucciones dadas por el proveedor (57). En primer lugar, se transfirieron
2 ml del sobrenadante de la muestra de cultivo celular a un Eppendorf y se centrifugaron a 1500
rpm (200 x g) durante 5 minutos. Luego, se colocaron 100 pl de sobrenadante en un pozo de la
placa de 96 pozos, adicionalmente se agregaron 100 ul del reactivo provisto en el kit de Lonza.
Después de 5 minutos de reacciéon a temperatura ambiente, se realiz6 la primera lectura de
luminiscencia, siendo esta mediciéon A. Posteriormente, se adicionaron 100 pl del sustrato,
también proveido por el kit, y luego de 10 minutos se realiz6 la lectura en el equipo Cytation3®
(BioTeK, USA) con una ganancia de 100, como lo establece el protocolo definido para la
medicién de luminiscencia del equipo en esta prueba, siendo esta la mediciéon B (28). La relacion
obtenida entre las dos medidas de luminiscencia calculadas B/A nos permitié determinar si el
cultivo celular estaba contaminado por Mycoplasma sp. Una relacién con un resultado superior a
1 indicaba que efectivamente el cultivo celular estaba contaminado y era necesario un
tratamiento de erradicacion.

No obstante, debido a que el costo de cada ensayo de MycoAlert™ PLUS es elevado en
comparacion con otros ensayos de deteccion disponibles en el mercado ($7.33 — 14.25
USD)(58), se hizo necesario realizar una estandarizacion del método y determinar si la variacion
de la cantidad de los componentes (sustrato, reactivo y muestra) en los reacciéon permitia una

deteccion efectiva de Mycoplasma sp. en las muestras. Para ello, se realizé un ensayo preliminar
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de la luminiscencia con volumen final de 100 pl por componente, cada componente fue diluido
con el buffer fosfato salino (PBS) (1X, pH 7.4) y esterilizado en autoclave, para garantizar la
ausencia de otros microorganismos que pudieran alterar la prueba. Las diluciones empleadas se
pueden observar en la Tabla 2, este ensayo se realizé con el fin de evaluar si la variacion de las
concentraciones de los componentes de la reacciéon también permitia una deteccion efectiva o
si por el contrario, se requerian las concentraciones de cada componente expresadas en el
protocolo del fabricante para garantizar la detecciéon de microrganismo (57). Cada ensayo se
realiz6 por triplicado, manteniendo los tiempos de incubacién y temperatura prestablecidos por
el proveedor.

Tabla 2. Volimenes de los componentes ensayados para estandarizar la deteccion de Mycoplasma sp. mediante el kit
MycoAler/™ PLUS.

Ensayo Sustrato (pl) Reactivo (pl) Muestra (pl) PBS (pl)
C1.1 100 100 100 0

C1.2 50 50 50 150

C13 25 25 25 225

C14 13 13 13 261

C15 10 10 10 270

3.2.1 Técnica de inmunotincion con DAPI

El ensayo de inmunotincion se desarroll6 utilizando DAPI como colorante para tefiir el ADN
presente en la muestra del estudio. Luego de que la linea celular fuera primero cultivada en una
placa de 24 pozos hasta obtener un 70% de confluencia, esta muestra se proceso a través de
una serie de etapas que incluyeron fijacion en la placa de cultivo, permeabilizaciéon y tinciéon con
DAPI, para finalmente realizar una visualizacién microscopica de las células tefiidas por
fluorescencia con el objetivo de observar la morfologia celular; en el caso de detectar fragmentos
de DNA tefiidos con DAPI agregados o alrededor de la linea celular (es decir, que no
pertenezcan al nucleo de la célula) se confirmaria la presencia de Mycoplasma sp. en el cultivo
celular.

En primer lugar, para la etapa de fijacion, se removié del pozo el medio de cultivo celular y se
afladieron 250 ul de paraformaldehido (4% en agua destilada) frio (~0°C), incubando a

temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacion, el paraformaldehido se lavé con 500
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ul de PBS y se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se realiz6 el
paso de permeabilizacién dos veces. Para ello, se agregaron 250 pl de tritén X-100 al 0.1% v/v
diluido con PBS estéril (1X, pH 7.4), incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Luego, se removi6 el triton agregado y se realizé un lavado con 500 ul de PBS que se incubd

por 5 minutos a temperatura ambiente.

Finalmente, se procedié al paso de tincion con DAPI (D9542, Sigma Aldrich, USA). Este
proceso se llevé a cabo en un cuarto oscuro, agregando 200 pl de solucién de colorante (300
nM, disuelto en PBS estéril 1X) a los pozos. Después de 5 minutos de incubacién a temperatura
ambiente, se retir6 la solucién de DAPI y se realizé un dltimo lavado agregando 200 pl de PBS,
que se mantuvo por 2 minutos antes de ser retirado nuevamente. Luego, se afiadieron 200 pl

de PBS estéril para poder realizar la visualizacién con microscopia.

La muestra se mantuvo en oscuridad durante unos minutos y posteriormente se observo
mediante microscopia de fluorescencia en el equipo Cytation3® (BioTeK, USA), utilizando una
longitud de onda de excitacion y emision de 377 y 447 nm, respectivamente. Se ajusté el

contraste y brillo en las imagenes procesadas a una magnitud de 10X.

3.2.3. PCR

En esta seleccion se realizé un contraste entre especificidad, cantidad de ensayos, tiempo de
ejecucion y costo entre los kits de PCR mas empleados en el mercado, por lo que se realizé una
comparacion de entre el costo, especificidad y tiempo de ejecucion del ensayo y se determind
cual podria ser la mejor selecciéon (Tabla 3). En el caso de este estudio para la deteccién de
Mycoplasma sp. en las muestras se realiz6 mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) utilizando el kit G238 especifico para deteccion de Mycoplasma sp.
desarrollado por Applied Biological Materials (abm) Inc. (abm, Richmond, BC, Canada), el cual
tiene capacidad para detectar 213 especies de micoplasma con tamafio de bandas de amplicin
entre 370 y 550 pb. Los primers (cebadores) utilizados en el kit tienen especificidad por las
regiones que codifican el fRNA 16S y 23S del genoma del microorganismo en estudio. A pesar
de que requiere el empleo de electroforesis para verificar las bandas amplificadas, estas pueden
ser posteriormente cuantificadas por otros métodos para una identificacion de la especie de
Mycoplasma sp. presente; la deteccién tinicamente requiere 3 horas, lo que permite una deteccion

oportuna del patégeno a un bajo costo por prueba (Tabla 4).
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Tabla 3. Comparacion de los kits de PCR mids empleados para la deteccion de Mycoplasma sp. en cultivos celulares.

Casa Cantidad de Tiempo de Costo
Nombre del kit Especificidad
comercial ensayos ejecucion (USD)*

24 reacciones

Lookout No incluye

Sigma 19 especies 3h 385.00(59)
Mycoplasma Taq

polimerasa

Venor™ GeM Sigma 24 especies 25reacciones 3 h 342.00(60)
Mycoplasma PCR 100

abm 200 especies 1.7h 292.50 (61)
Detection Kit reacciones
Universal
Mycoplasma ATCC 60 especies 40 reacciones 3 h 398.36 (62)
Detection Kit
EZ-PCR Sartorious
Mycoplasma Biological 90 especies 20 reacciones  2.05h 255.00 (63)
Detection Kit industries

*Costos al corte del afio 2023

El kit se utilizé inicialmente como indica el proveedor, con las cantidades establecidas de cada
uno de los componentes (2.5 pl de muestra, 1 pl de primer, 12.5 ul de Master Mix y 9 pl de agua
destilada grado molecular) (T27, Tabla 4). Luego de tener la mezcla completa, se procedi6 a
realizar la amplificacién de ADN mediante 35 ciclos de termociclado en el termociclador PTC
100 (M]J Research, Canada) con una etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos,
una etapa de apareamiento de primers a 55°C durante 30 segundos, y una etapa de extension a
72°C durante 1 minuto, siguiendo las condiciones establecidas por el fabricante del kit(64),.
Posteriormente, la amplificaciéon se verificé mediante electroforesis en gel de agarosa
(HyAgarose™, HydraGene, usa) al 1.8%, con la adicién de 1 ul de bromuro de etidio en la
camara de electroforesis previo a la corrida de electroforesis (Horizon 58, Life Technologies,
USA). Se aplicé una corriente de 90 V durante 40 minutos para la corrida del gel. La
visualizacién de los resultados se realizé en un transiluminador para verificar la amplificacion;
un producto de amplificacion de aproximadamente 500 pares de bases indica que el cultivo esta
contaminado con Mycoplasma sp. Notese que la longitud del producto de PCR dependera de la

cepa particular de micoplasma, por lo que la longitud puede variar entre 370 y 550 pb.
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No obstante, también se realizé una evaluaciéon preliminar con el fin de estandarizar el kit y
establecer un volumen de cada uno de los componentes de la reaccién que permita la deteccion
del microorganismo utilizando el control positivo previsto para evaluar el limite de deteccién
del kit tras modificar la cantidad volumen de los componentes, para lo que se desarrollé6 un
disefio experimental (3°) usando el software Design Expert 13.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis,
MN, USA), donde se compar6 el efecto de cada uno de los componentes para obtener en total
27 ensayos y se evalud el limite de deteccion del kit en cuanto a muestra analizada y

componentes utilizados en el ensayo con un volumen final de 25 yl, segin la Tabla 5.

Después de evaluar diferentes combinaciones de volumenes para los componentes de la
reaccion, se identificd un tratamiento especifico que establecia el limite de sensibilidad para
obtener resultados positivos para la PCR, se utilizaron los volumenes definidos en dicho
tratamiento, que consistieron en 10.5 ul de Master Mix, 1.5 ul de muestra y 0.75 ul de Primers
(T'14). La amplificacion se llevé a cabo siguiendo las condiciones de termociclado establecidas
por el fabricante del kit (64) y la verificacion de la amplificaciéon se realiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa (HyAgarose™, HydraGene, usa) al 1.8%, con la adicion de 1 pl
de bromuro de etidio en la cimara de electroforesis previo a la corrida de electroforesis
(Horizon 58, Life Technologies, USA) como fue descrito anteriormente. Estas condiciones de
reaccién seran empleadas en las futuras evaluaciones para la deteccion de Mycoplasma sp.

utilizando este método.
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Tabla 4. Diserio experimental para estandarizar la deteccion de Mycoplasma sp. mediante PCR usando el kit abm

G238.
Ensayo Primer (pl) Master Mix (pl) Muestra (pl) Agua destilada grado
molecular (pl)

T1 0.5 7.5 0.5 16.50
T2 0.5 10.5 0.5 15.50
T3 0.5 12.5 0.5 14.50
T4 0.5 7.5 1.5 16.25
T5 0.5 10.5 1.5 15.25
T6 0.5 12.5 1.5 14.25
T7 0.5 7.5 2.5 16.00
T8 0.5 10.5 2.5 15.00
T9 0.5 12.5 2.5 14.00
T10 0.75 7.5 0.5 13.50
T11 0.75 10.5 0.5 12.50
T12 0.75 12.5 0.5 11.50
T13 0.75 7.5 1.5 13.25
T14 0.75 10.5 1.5 12.25
T15 0.75 12.5 1.5 11.25
T16 0.75 7.5 2.5 13.00
T17 0.75 10.5 2.5 12.00
T18 0.75 12.5 2.5 11.00
T19 1 7.5 0.5 11.50
T20 1 10.5 0.5 10.50
T21 1 12.5 0.5 9.50
T22 1 7.5 1.5 11.25
T23 1 10.5 1.5 10.25
T24 1 12.5 1.5 9.25
T25 1 7.5 2.5 11.00
T26 1 10.5 2.5 10.00
T27* 1 12.5 2.5 9.00

*Son las condiciones de medicion estandar

3.3 Contraste de métodos implementados para la deteccion de

Mpycoplasma sp. en cultivo celular

Con el fin de establecer y estandarizar un ensayo para la deteccién y control de la presencia de
Mycoplasma sp. en las lineas celulares del Laboratorio de Cultivo Celular del Grupo de
Investigacion en Procesos Quimicos y Bioquimicos de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Bogota, se decidié hacer una comparacion de 3 métodos para detectar Mycoplasma sp. con

base en diferentes criterios que podrian influir en la selecciéon del método mas eficaz para
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detectar y controlar la presencia de Mycoplasma sp. en cultivo celular. Los criterios fueron tiempo
de deteccion, sensibilidad, tiempo de ejecucion y precio de implementacion.

Luego de realizar la estandarizacion, se determiné que la prueba el método de luminiscencia
bioquimica debia ser empleado con las cantidades de los componentes establecidas por el
fabricante para garantizar la deteccién de presencia o ausencia de Mycoplasma (57), mientras
que la prueba de PCR podria detectar la presencia del patégeno resultados hasta con una
disminucién de los componentes de la Master Mix como resultado del disefio experimental
realizo (T'14, Tabla 2) aumentando la cantidad de ensayos que se podrian realizar con la
adquisicion del kit a 118 ensayos.

En cuanto al tiempo de ejecucién ambos ensayos contintan siendo rapidos, maximo 3 horas
para una deteccion efectiva, en comparacion con otros métodos disponibles en el mercado. Sin
embargo, el costo de implementacion esta sujeto a la disponibilidad de los insumos adicionales
como placas de 96 pozos, reactivos adicionales como agarosa, Bromuro de etidio, marcadores
de peso molecular en el caso de PCR, lo que aumenta el valor de cada ensayo de PCR a ser
equivalente al valor de una prueba con luminiscencia bioquimica, siendo esto compensado con
la garantia de detectar efectivamente en un menor tiempo la presencia de Mycoplasma sp. , por
lo que ambos métodos son una gran seleccion para corroborar lo observado con el método
tincion de DAPIL Por lo que, finalmente se logré detectar y corroborar la presencia de
Mycoplasma sp. con los tres métodos seleccionados y se determiné segun la disponibilidad de
insumos que el empleo de las técnicas moleculares y de luminiscencia podtia ser herramientas

utiles para la deteccion y control de la presencia de Mycoplasma sp. en las células 1.929 C.

3.4 Tratamiento para erradicar Mycoplasma sp.

3.4.1. Evaluacion de la concentracion efectiva del agente de remocion de

Mycoplasma sp. en las células 1.929 contaminadas (L929 C)

Con base en reportes de la literatura, se desarrollé un disefio experimental para establecer la
mejor concentracion de tratamiento a afiadir al cultivo celular contaminado (50,65,66). Para ello
se empled un cultivo de células 1.929 donde se habia determinado la presencia cronica de

Mycoplasma sp. (1L929 C) con los tres métodos de deteccion ya seleccionados: MycoAlert™
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PLUS (Lonza), Kit de PCR para detecciéon de Mycoplasma (abm, g238, USA) y tincién con
DAPIL.

Se llevo a cabo un cultivo de células 1.929 C en 9 cajas de T25 con medio DMEM (Gibco™)
suplementado con un 10% de Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco™). La siembra se realizé a una
concentracién de 250,000 células/ml en cada caja T25. Después de 24 horas de incubacion a
37°C en una atmosfera humeda con un 5% de CO., se adicionaron las concentraciones de
agente anti-micoplasma evaluadas. A tres cajas se les agrego 2.5 pl de Plasmocin® (12.5 pg/ml),
a otras tres cajas se les agregd 5 pl de Plasmocin® (25 pg/ml) y a las tres restantes se les agrego
7.5 pl de Plasmocin® (37.5 pg/ml).

Después de cumplir los primeros 4 dias, se realizé el subcultivo mediante tripsinizacion con 1
ml de tripsina (Gibco™), incubando durante 5 minutos a 37°C en una atmoésfera humeda con
un 5% de CO2. La tripsina fue neutralizada con 1 ml de medio DMEM (Gibco™) con Suero
Fetal Bovino (SFB, Gibco™) al 10%. Luego, se centrifugd a 1200 rpm durante 5 minutos y se
resuspendieron las células en 2 ml de medio DMEM suplementado con un 10% de SFB.
Posteriormente, se realizé el conteo con camara de Neubauer con azul de tripano y se afiadieron
nuevamente 250,000 células/ml al 5 ml de medio DMEM (Gibco™) suplementado con un 10%
de SFB (Gibco™) y Plasmocin® a la concentracion correspondiente cada 4 dias. Las células
fueron incubadas a 37°C en una atmésfera himeda con un 5% de CO.. Este proceso se repitié
en cada pase.

Al final de cada semana de tratamiento, para fines del disefio experimental de la evaluacion de
concentracion de tratamiento, se llevo a cabo una evaluacion de la erradicacion de Mycoplasma
sp. utilizando dos métodos de deteccion: luminiscencia con MycoAlert™ PLUS (Lonza, USA)
mediante el equipo Cytation3® (BioTeK, USA) y PCR con electroforesis en gel de agarosa al
1.8% con tincion con bromuro de etidio para la amplificaciéon de una banda de
aproximadamente 500 pb. Esta banda serfa indicativa de la presencia de Mycoplasma sp. en las
muestras analizadas.

Luego de las dos semanas de tratamiento, como lo indicado por el proveedor (), se evidencié la
erradicacion de Mycoplasma sp. con las concentraciones mas altas evaluadas. Las células tratadas
y ahora libres de Mycoplasma sp. fueron preservadas en el banco utilizando medio DMEM
suplementado con un 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y un 10% de DMSO (ID8418, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) con fines de preservacion.
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Adicionalmente, al finalizar el ensayo, se llevé a cabo una evaluacion para determinar la ausencia
de otros microorganismos en el cultivo celular. Para ello, se realizé una siembra en placa en
superficie utilizando una alicuota de 100 ul del sobrenadante de la caja T25 en medios de cultivo
para bacterias (Plate Count Agar, Liofilchem®, USA) y hongos (Sabouraud CAF Agar,
Liofilchem®, USA) durante 48 horas a 37°C.

3.4.2 Tratamiento de Mpycoplasma sp. en las células L1929 nuevas

contaminadas (L929 N cMc)

Debido a que la presencia de Mycoplasma sp. ya evidenciaba cambios en la morfologia celular de
las células 1.929 C en comparacion con la morfologia observada en las células 1.929 N, se decidié
realizar una contaminacién intencional de uno de los subcultivos de células 1.929 N para evaluar
el efecto de Mycoplasma sp. y determinar la concentracion efectiva del agente anti-micoplasma

necesario para tratar la presencia de este microorganismo.

Esta contaminacion intencional se llevé a cabo mediante la adicion de medio de cultivo
proveniente de uno de los subcultivos de células 1.929 C. Antes de ser agregado, el medio fue
centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos y filtrado con un filtro de 0.22 um. De esta manera,
Mycoplasma sp. no seria retenido si esta presente, pero se retendrian los posibles restos celulares

que pudieran estar presentes en el medio empleado.

Por lo tanto, se procedié a realizar un subcultivo a partir de una de las cajas de 1.929 NL
disponibles en cultivo. Para ello, se removié el medio de cultivo presente en la caja T75 con
células .929 NL y se adicionaron 4 ml de tripsina (Gibco™). Posteriormente, se incubé durante
5 minutos a 37 °C en una atmésfera himeda con 5% de CO,. Luego, se neutralizé la tripsina
con 4 ml de medio DMEM suplementado con SFB al 10% (Gibco™) y se procedio a realizar

una centrifugacion a 1200 rpm durante 5 minutos.

Después de la centrifugacion, se removié el sobrenadante y se anadieron 3 ml de medio DMEM
suplementado con SFB al 10% (Gibco™) para resuspender las células. Se realizé el conteo de
las células presentes en camara de Neubauer con azul de tripano y se procedié a adicionar

500,000 células/ml en una caja T75. Ademis, se afiadieron 2 ml de medio contaminado
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previamente filtrado y 8 ml de medio DMEM suplementado con un 10% de SFB. Finalmente,

las células se incubaron a 37 °C en una atmdsfera himeda con 5% de CO..

Se realiz6 un subcultivo cada semana con la misma cantidad de células, empleando Gnicamente
medio de cultivo celular DMEM suplementado con un 10% de SFB. Al cabo de tres semanas,
se llevé a cabo la deteccion de Mycoplasma sp. mediante el empleo del kit MycoAlert™ PLUS
(Lonza, EE. UU), y PCR utilizando el kit de detecciéon de Mycoplasma (abm, g238). Al
detectarse la presencia positiva de Mycgplasma sp. estas células se clasificaron como 1.929 N cMc

y se procedi6 con el ensayo de tratamiento

Con base a los resultados de la evaluacion de las concentraciones de tratamiento con las células
con contaminacién crénica, se seleccionaron las concentraciones de 25 y 37.5 pg/ml de
Plasmocin® como las de mejor efectividad para la erradicacion. Posteriormente, se procedio a
evaluar la concentracion efectiva del agente de remocion de Mycoplasma sp. en estas células 1.929
N cMcg, utilizando dos agentes anti-micoplasma diferentes mediante un subcultivo en 4 cajas
T25, cada una con 250,000 células/ml. Este proceso incluyo la tripsinizacion, el conteo con azul
de tripano en camara de Neubauer y la siembra en las cajas con medio DMEM suplementado
con un 10% de SFB y condiciones de incubacién de 37 °C una atmésfera humeda con 5% de

COs,, tal como se describié anteriormente.

Un dia después, se adiciond el tratamiento en las cajas T25. Cada caja fue destinada para los
tratamientos evaluados, incluyendo diferentes concentraciones y dos agentes anti-micoplasma.
El antibiético Plasmocin® (InvivoGen) se agrego al medio de cultivo fresco en concentraciones
de 25y 37.5 pg/ml durante 2 semanas, realizando un total de 4 pases. En cada pase, se llevé a
cabo el proceso de tripsinizacion, el conteo en camara de Neubauer y la siembra de 250,000
células/ml en medio DMEM suplementado con un 10% de SFB, junto con la cantidad

correspondiente de Plasmocin® segin la concentracion evaluada (5y 7.5 pl), respectivamente.

Simultaneamente, se trataron las otras 2 cajas de T25 con células 1.929 N cMc utilizando el
"Mycoplasma Removal Agent" (MRA Cat. No. 3050044, MP Biomedicals LLC, Santa Ana, CA,
USA), el cual esta compuesto por una quinolona derivada del acido 4-oxo-quinolina-3-
carboxilico. Se utiliz6 en dos concentraciones diferentes: 0.2 y 0.5 pg/ml, realizando el mismo
proceso que con Plasmocin®, es decir, 4 pases en 2 semanas inicialmente, con el proceso de

tripsinizacion, el conteo en cimara de Neubauer y la siembra de 250,000 células/ml en medio
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DMEM suplementado con un 10% de SFB, junto con la cantidad correspondiente de MRA

segun la concentracion evaluada (50 y 100 pl), respectivamente.

Después de cada semana de tratamiento, se realizé la evaluacion de la erradicacion de Mycoplasima
sp. mediante dos métodos: luminiscencia utilizando el ensayo MycoAlert™ PLUS (Lonza, EE.
UU.) y PCR utilizando el kit de detecciéon de Mycoplasma (abm, ¢238). Para la confirmacion
visual, se realiz6 un gel de electroforesis con una concentraciéon de agarosa al 1.8% y se utilizé
la tincién de bromuro de etidio. Se buscé la presencia de bandas que coincidieran con un tamafio
de 500 pb, lo cual indicaria la presencia de Mycoplasma sp. Estas células fueron las empleadas al
final como las células 1.929 Nuevas tratadas (L929N T) para cada una de las concentraciones y

agentes anti-micoplasma evaluados y utilizadas en los ensayos posteriores de citotoxicidad.

Al finalizar el ensayo, se llevé a cabo una prueba adicional para verificar la ausencia de otros
microorganismos en el cultivo celular. Se realizé6 una siembra en superficie de 100 pl de
sobrenadante del cultivo celular utilizando medios de cultivo especificos para bacterias (Plate
Count Agar, Liofilchem®, EE. UU.) y hongos (Sabouraud CAF Agar, Liofilchem®, EE. UU.)
durante 48 horas a 37°C. Esta etapa permitié asegurar que no hubiera contaminacién por otros

microorganismos en el cultivo celular.

3.5 Evaluacion de la tasa de crecimiento celular y el efecto del

proceso de erradicacion en células contaminadas

3.5.1 Curva estandar

Se implement6 un ensayo de fluorescencia para determinar la proliferaciéon y supervivencia
celular mediante el contraste de las curvas de crecimiento de lineas celulares inicialmente
planteadas con contaminacion cronica de Mycoplasma sp. (1.929 C) y lineas celulares nuevas libres
de contaminacion (.929 N). Para ello se empleé un método fluorométrico para la deteccion de
la actividad metabdlica celular que esta basado en la reduccién de resazurina a resofurina por
reacciones enzimaticas empleando NADPH deshidrogenasa, efectuada por la mitocondria en
las células viables. Opticamente, la reaccién transcurre desde resazurina, que es de color azul y

baja fluorescencia, a resofurina, de color rosado y altamente fluorescente, que puede ser
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monitoreada en las longitudes de onda de entre 530 y 590 nm de emisién y excitacion,
respectivamente (67,68).

Se llevé a cabo una curva patrén donde se cultivaron células 1929 C y 1929 N en placas de 24
pozos con diferentes concentraciones: para las 1.929C (5000, 7000, 14000, 28000, 56000 y
121000 células por mililitro) y para las 1.929 N (5000, 7000, 10000, 14000, 20000, 28000 células
por mililitro). Las células se incubaron durante 5 horas para obtener una monocapa adherida en
cada pozo. Luego, se retir6 el medio de cada pozo y se agregaron 500 pul de resazurina (solucion
stock 44 pM, Cat No. 121519, PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemania) al 10% v/v, diluida
en medio DMEM alto en glucosa (Cat. No. 11588826, Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA) sin suplemento. Las placas se incubaron durante 3 horas a 37°C
en una atmoésfera humeda con un 5% de CO2.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se tomaron 100 pl de cada pozo y se transfirieron a una
placa de 96 pozos, donde se realizé la medicién por triplicado de cada muestra utilizando
Cytation3® (BioTeK, USA) con una longitud de onda de excitacion y emision de 530 nm y 590
nm, respectivamente, para obtener una curva estandar. Los detalles sobre las curvas estandar
obtenidas se encuentran en el capitulo 6.1, donde se obtuvo una relacién lineal con un R* de
0.99 para ambas lineas celulares. El control negativo se definié como la fluorescencia registrada

para medio fresco y se resté de cada resultado de muestra evaluado.

3.5.2 Curva de crecimiento

Se llevo a cabo el proceso de cultivo y subcultivo de las células en estudio (1929 N, 1.929 N
cMc y 929 N T tratadas con diferentes concentraciones de agente anti-micoplasma). Estas
células se encontraban incubadas a 37°C en una atmésfera humeda con 5% de CO2 en cajas
T25 con medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). Posteriormente,
se realizaron subcultivos para sembrar 10,000 células por pozo en una placa de 24 pozos para

cada tipo de célula, duplicando cada muestra.

Se realizo el proceso de subcultivo mediante la remocién del medio de cultivo y la adicién de 1
ml de tripsina (Gibco™). Luego, se incub6 durante 5 minutos a 37° C en una atmosfera humeda
con 5% de CO,. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se procedié a neutralizar la
tripsina mediante la adicién de 1 ml de medio de cultivo. El medio con tripsina de la caja T25

se transfirié a un tubo Falcon de 15 ml y se centrifugd durante 5 minutos a 1200 rpm. Tras la
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centrifugacion, se descarté el sobrenadante y las células se resuspendieron en 3 ml de medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). A continuacion, se llevé a cabo el
conteo de células utilizando azul de tripano y se calculd la cantidad necesaria para sembrar
10,000 células en cada pozo de la placa de 24 pozos. Posteriormente, se sembraron las células

en las placas de 24 pozos, empleando 3 pozos en cada tiempo de medicion.

La curva de crecimiento se llevé a cabo con una medicion cada 24 horas durante 6 dias (144
horas). Antes de iniciar el ensayo en cada tiempo de medicién, se preparé una solucion de
resazurina diluida en medio DMEM en una relacién de 1:10, siguiendo el mismo procedimiento
utilizado para la curva estandar en el capitulo 3.5.1. Se retir6 el medio de cultivo de 3 pozos por
cada tiempo de estudio, se realizé un lavado con 500 pl de PBS estéril y luego se agregaron 300
wl de la solucién de resazurina. La placa se incub6 por 3 horas a 37° C en una atmoésfera humeda
con 5% de CO; en la oscuridad, cubriendo la placa con papel aluminio. Pasado el tiempo de
incubacioén, se transfirieron alicuotas de 100 pl a una placa de 96 pozos en triplicado y se
realizaron las mediciones para cada muestra utilizando Cytation3® (BioTeK, USA) con una

longitud de onda de excitacién y emision de 530 nm y 590 nm, respectivamente.

Para realizar el conteo las células presentes, se realizé la tinciéon con DAPI siguiendo el proceso
descrito en el capitulo 3.2.2. en los pozos que fueron empleados con resazurina en los tiempos
de estudio, se realiz6 un lavado con PBS y se procedi6é con el procedimiento de tincion, al
finalizar se realizo la visualizaciéon y conteo de nuicleos de células tefiidos empleando el equipo

Cytation3® (BioTeK, USA).

3.6 Ensayo de citotoxicidad con una sustancia de referencia

Para cada una de las lineas celulares en estudio (1.929 N, 1.929 N cMc y 1929 N T tratadas con
diferentes concentraciones de agente anti-micoplasma), se llevd a cabo un anilisis de
citotoxicidad utilizando diferentes concentraciones de dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma-
Aldrich) para determinar las variaciones en la respuesta citotoxica en las diferentes lineas

celulares como resultado del tratamiento para erradicar Mycoplasma sp.

Se emplearon dos placas de 96 pozos para evaluar el efecto citotoxico del SDS en un rango de

concentraciones desde 2 mg/ml hasta 0.00002 mg/ml, utilizando diluciones seriadas de relacién
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1:10 en medio DMEM (Gibco™) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB,

Gibco™). El ensayo se realizé por triplicado.

La soluciéon de resazurina (PanReac AppliChem) empleada en la evaluacién de citotoxicidad fue
preparada a partir de una solucién stock que tenfa una concentracioén de 44uM. Por lo tanto, se

prepar6 una solucién realizando una dilucién de relacion 1:10 con medio DMEM (Gibco™).

A partir de un subcultivo de cada una de las células evaluadas (1.929 N, 1.929 cMc, L.929 N T
25 pg/ml P, 1.929 N T 37.5 pg/ml P, 929 N T 0.5 pg/ml MRA y 1.929 N T 0.2 pg/ml MRA),
siguiendo el proceso detallado de subcultivo descrito en el numeral 3.1, se realizo la siembra de
10000 células por pozo en medio DMEM (Gibco™) suplementado con 10% de SFB (Gibco™)
y se incubaron a 37 °C en una atmésfera himeda con 5% de CO, por 24 horas. Posterior a las
24 horas de adherencia en incubacion, se retiré el medio y se adiciono la solucion de la sustancia
de referencia (SDS) en diferentes concentraciones por triplicado. El tiempo de contacto de la
solucion de la sustancia de referencia con las células evaluadas fue de 42 horas (69,70). Pasado
el tiempo de contacto, se removieron las soluciones de SDS y en condiciones de oscuridad se
afiadieron 100 pl de la solucién de resazurina diluida (440 pM) en cada pozo, luego se
recubrieron las cajas con papel aluminio y se procedié a incubar a 37 °C en una atmosfera

humeda con 5% de CO; por 3 horas.

Después de las 3 horas de incubacion, se procedié a medir la fluorescencia utilizando una
longitud de onda de excitacién de 530 nm y una longitud de onda de emisién de 590 nm. Luego,
se calcul6 el porcentaje de supervivencia celular comparando la fluorescencia emitida por la
muestra expuesta a la sustancia de referencia con la fluorescencia emitida por el control. A todas

las condiciones se les resto6 el valor de fluorescencia base emitida por la resazurina sin reducir.

Como control positivo de citotoxicidad, se afiadié TRITON-X100 (Sigma-Aldrich) al 0.1% v/v
en PBS en lugar de SDS. El control negativo fue la medicion de la fluorescencia emitida por la

resazurina en un pozo con células que no fueron sometidas a las soluciones de SDS evaluadas.

3.7 Analisis estadistico

La significancia estadistica de la diferencia entre los grupos se evalué mediante el analisis de

varianza (ANOVA) de dos factores. Se consideré un valor de p < 0.05 como estadisticamente
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significativo y un valor de p < 0.001 como altamente significativo. El analisis estadistico y la
multiple comparacion de medias se realizé6 mediante el Test de Tukey utilizando el software

GraphPad Prism 8.0 (Dotmatics Ltd, Boston, MA, USA).
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4 Resultados and discusion

4.1 Seleccion de métodos de deteccion de Mycoplasma sp. en

lineas celulares de mamiferos

La prevalencia de Mycoplasma sp. ha sido reportada en al menos 35% de los cultivos celulares a
rededor del mundo (28,71,72). La deteccion de Mycoplasma sp. es un paso crucial en los ensayos
que involucran lineas celulares. Para lograr una deteccion efectiva, se recomienda realizar una
evaluacion preliminar de los diferentes métodos disponibles en el mercado, comparando sus
ventajas y desventajas. Muchos investigadores emplean diferentes métodos para la deteccion
exitosa de Mycoplasma sp. siendo el cultivo directo en especial el método mas eficaz, pues su
posibilidad de obtener resultados falsos negativos es nula y un crecimiento caracteristico es el
indicativo de presencia de Mycoplasma sp. (73).

La especificidad del método seleccionado es importante, si se requiere la identificaciéon precisa
del género de Mycoplasma sp. presente en el cultivo contaminado, lo cual facilitaria una busqueda
mas selectiva de tratamiento. Por lo que, el proceso de seleccion y el establecimiento de un
método de deteccion para este patégeno se baséd en el analisis de diversas variables, como el
tiempo de deteccion, la especificidad y la sensibilidad para llevar a cabo la detecciéon de
Mycoplasma sp. en el cultivo celular en estudio(73). Los métodos disponibles se dividieron en
tres categorias: métodos tradicionales (medios de cultivo y tincién), métodos moleculares (PCR
punto final, PCR cuantitativa y PCR isotérmica) y métodos alternativos (como la técnica
enzimatica mediante luminiscencia, el uso de lineas celulares recombinantes y sondas
especificas).

La seleccion del método adecuado para la deteccion de Mycoplasma sp. en el contexto especifico
del estudio se basé en varios aspectos, como el tipo de técnica o enfoque utilizado, el costo de
implementacién y la sensibilidad de la técnica. Se realiz6 una evaluaciéon exhaustiva

considerando estos aspectos con el objetivo de identificar los métodos mas apropiados. Los
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métodos seleccionados incluyeron la inmunotinciéon con DAPI, la deteccion molecular
mediante PCR de punto final y la técnica bioluminiscente. Estas técnicas se eligieron debido a
su sensibilidad y a los diferentes enfoques que permiten detectar la presencia de Mycoplasma sp.
en el cultivo celular.

El enfoque de inmunotinciéon con DAPI permite la visualizacion y el establecimiento de la
presencia de especies de Mycoplasma sp. cultivables y no cultivables, siendo un método de
deteccion paralelo recomendado por los procedimientos de la FDA (1). No obstante, este
método depende de la experiencia profesional y exige la corroboraciéon de los resultados
obtenidos con métodos alternativos de deteccion, siendo esta la causa de la seleccidon de las
técnicas moleculares y bioluminiscentes como enfoques alternativos de deteccion.

Estas técnicas de contraste requieren un menor tiempo de ejecucion, pero con costos supetiores
para su implementacion a las técnicas convencionales, siendo dependiente de la casa comercial
seleccionada y los materiales adicionales necesarios para determinar la presencia del patégeno
en la linea celular en estudio. En el caso de los kits de PCR, el mercado presenta una variedad
de kits de ensayos comerciales que difieren en cuanto a sus especificaciones. Por lo que,
aplicando los criterios establecidos para la determinacion del kit mas apropiado para realizar la
evaluacion de presencia, se establecié que el kit de ABM es el ensayo que cumple con el objetivo
de determinar un método de detecciéon confiable, facil empleo a un costo accesible en
comparacion con otros kits comerciales disponibles en el mercado.

El método enzimatico basado en bioluminiscencia permite detectar las enzimas carbamato
quinasa y acetato quinasa producidas por Mycoplasma sp. durante su crecimiento. La interaccion
de estas enzimas con el reactivo y el sustrato presente en el kit de Lonza(57), genera una sefial
de luminiscencia, indicando la presencia o ausencia del patdégeno en la muestra en estudio. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que este ensayo es especifico para las enzimas
mencionadas y existe la posibilidad de obtener resultados falsos positivos debido a la presencia
de otras bacterias que también pueden utilizar estas enzimas en ciertos ciclos metabdlicos (74).
Para implementar este método de deteccion, fue necesario establecer un riguroso protocolo de
esterilidad e inocuidad que asegurara la ausencia de otros microorganismos que podrian generar
resultados incorrectos o contaminacion del cultivo. Esto garantizé la fiabilidad y precision de
los resultados obtenidos mediante el ensayo enzimatico y asegurd que cualquier deteccion de

Mycoplasma sp. fuera atribuida unicamente a la presencia real de este patdgeno en la muestra.
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Asimismo, se llevé a cabo el ensayo de deteccion tradicional utilizando el método de aislamiento
de Mycoplasma sp. mediante cultivo en medios liquidos y sélidos especificos para su crecimiento,
utilizando el medio Mycoplasma de Sigma-Aldrich. Sin embargo, no se logré obtener el
crecimiento de una unidad formadora de colonia (UFC) que presentara las caracteristicas
macroscopicas tipicas de Mycoplasma sp., como una colonia plana en forma de huevo frito con
un centro de coloracién crema y un halo alrededor. Siendo esto un resultado opuesto a lo
observado con la inmunotinciéon con DAPI, donde ya habia observado preliminarmente la
presencia del patégeno en el cultivo celular en estudio. El ensayo de deteccion tradicional no
fue exitoso en confirmar el crecimiento de Mycoplasma sp., pues las caracteristicas macroscopicas
requeridas para la identificacion del patégeno no fueron observadas en el cultivo solido después

de un cultivo de 21 dias.

4.2 Ensayos de deteccion de Mycoplasma sp.

4.2.1 Ensayo de sensibilidad de detecciéon de Mycoplasma sp. mediante

método de bioluminiscencia

La sensibilidad del MycoAlert™ PLUS fue evaluada mediante la diluciéon de los componentes
del kit en PBS, buscando la posibilidad de emplear menores cantidades de sustrato, reactivo y
la muestra manteniendo las cantidades de sustrato y reactivo establecidas por el proveedor. Sin
embargo, al diluir los componentes a la mitad o mas, se obtuvieron resultados negativos (falso-
negativos) en la medicion, mientras que la medicion con las cantidades establecidas del kit con
100 pl de cada componente y muestra contaminada generé un resultado de relacién de
luminiscencia de 16.8 RLU (unidades relativas de luminiscencia), claramente indicando la
presencia de Mycoplasma sp. en la muestra estudiada. Debido a estos resultados se concluyé que
la diluciéon de los componentes del kit no es una opciéon valida para obtener resultados
confiables.

Por otro lado, la prueba mostré resultados positivos al emplear 50 pl de muestra diluida en PBS,
indicando que las muestras pueden ser diluidas hasta en una relacién 1:2 (5:10) manteniendo la
sensibilidad para detectar la presencia de Mycoplasma sp. No obstante, es importante tener en

cuenta que con mayores diluciones existe la posibilidad de que, en bajas concentraciones de
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Mycoplasma sp., la prueba genere resultados falso negativos. En consecuencia, se sugiere que el
kit se pueda emplear diluyendo la muestra hasta una relacion maxima de 1:2 (5:10) con el fin de

obtener resultados mas precisos de presencia o ausencia del patéogeno (Figura 1A).

4.2.2 Ensayo de sensibilidad del método molecular (PCR punto final)

La validacién de la sensibilidad del kit de PCR seleccionado permitié contrastar la cantidad
minima necesaria de cada uno de los componentes de la prueba para obtener un resultado
acertado en la deteccion de Mycoplasma sp. empleando un control positivo para confirmar la
sensibilidad del método. Para ello, se emple6 un disefio de experimentos 3°, que permitié
analizar el efecto de la variaciéon de los componentes de la prueba de deteccion para determinar
la cantidad minima necesaria de los componentes del kit (Master Mix con Blast taq, primery

muestra) y obtener un resultado de deteccion acertado dado el uso del kit empleado.

El control de la prueba confirmé la deteccion de Mycoplasma sp. con las cantidades establecidas
por el proveedor, empleando 12.5 pl de Master Mix, 1.0 pl de primery 2.5 pl de muestra en el
Ensayo T27 del disefio de experimentos (Tabla 4). La validaciéon de la sensibilidad del kit
estableci6 la posibilidad de obtener falso-negativos al emplear un volumen menor a 10.5 pl de
Master Mix y 0.75 ul de primer en el ensayo de deteccion, estableciendo que, 6 de los 27 ensayos
del disefio de experimentos fueron resultados falso-negativos, con cantidades de Master Mix y
primer que no eran volimenes viables para detectar efectivamente a Mycoplasma sp. en la muestra
en estudio, determinando que el kit podia ser empleado hasta con 10.5 pl de Master Mix, 0.75
ul de primery 1.5 pl de muestra con el que se lograba que la totalidad de ensayos fueran positivos
y se aseguraba que la prueba estaba detectando al patégeno, como se puede observar en la

Figura 1B.

Cabe resaltar que, en el disefio de experimentos realizado se muestra que un resultado
equivalente a 1 es un resultado positivo de deteccion de Mycoplasma sp., y un resultado de 0 es

equivalente a negativo (falso-negativo) de presencia de Mycoplasma sp. (Figura 1B).
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Figura 1. Ensayos de sensibilidad de los kits de luminiscencia MycoAlert™ PLUS y de PCR con las nuestras de la linea celular
1.929 Contaminada con Myoplasma sp. (1.929 C).

A Diagrama de barras de la sensibilidad del kit de MycoAlert™ PLUS mediante la medicién de unidades relativas de
luminiscencia con diferentes diluciones de la muestra células 1.929, sustrato y reactivo (Tabla 2). Diluciones de 8:10,7:10, 5:10,
4:10 de muestra con los volimenes establecidos de 100 ul de sustrato y 100 ul de reactivo y volumen final de muestra 100 pl
empleando las células 1.929 Contaminada en cultivo (I.929 C-C) y las células 1.929 contaminada del banco de células crio
preservadas (L929C-F). B Diagrama de barras en 3-D de la sensibilidad del disefio de experimentos con el kit de PCR con un
volumen de 1.5 pl de muestra de control positivo para detectar al Mycoplasma sp. en funcién de los factores A. primer con
volumenes (0.5 pl, 0.75 pl, 1 pl) B. Master Mix - Blast Taq (Enzima). Barras de color rojo representan la mediciéon con un
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volumen de 7.5 pl de Master Mix - Blast Taq, las barras de color verde representan la medicién empleando un volumen de 10.5
ul de Master Mix - Blast Tal y las barras color azul representan la medicién con volumen de 12.5 pl de Master Mix - Blast Taq.

Las caracteristicas de un método de deteccién ideal incluyen sensibilidad, especificidad,
exactitud, rapidez, relacién costo-efectividad y facilidad de interpretacioén (73). El ensayo con
MycoAlert™ PLUS tiene una sensibilidad establecida por el fabricante de <50 UFC ml™. Segin
los resultados de Molla ez al. (2014), este ensayo mostrd una sensibilidad de deteccion del 91.30%
en comparacién con el método de PCR seleccionado, el cual demostré una sensibilidad y
efectividad de deteccion del 100%. Estos hallazgos resaltan la importancia de estandarizar el

limite de deteccion y sensibilidad de la técnica para garantizar resultados precisos en la prueba.

La eleccion del método de deteccion queda a discrecion del investigador, pero la confirmacion
de sensibilidad y especificidad depende de las células utilizadas y las técnicas seleccionadas(73).
Algunos investigadores consideran que el método de luminiscencia bioquimica con
MycoAlert™ PLUS es mas selectivo en comparacion con la PCR y el cultivo microbiano como
método directo, debido a su alta selectividad (47). Sin embargo, otros destacan que la PCR es
mas reproducible, de facil interpretacion y aceptada en términos de sensibilidad y deteccién

(75).

Después de realizar diferentes ensayos de sensibilidad, se determiné que el método de
bioluminiscencia con MycoAlert™ PLUS requeria utilizar los volimenes establecidos por el
fabricante. Las diluciones de los componentes de la prueba podrian afectar los resultados y
generar falso-negativos en lugar de positivos en presencia de Mycoplasma sp. Por otro lado, la
prueba de PCR seleccionada con el kit de deteccion de ABM demostré una alta sensibilidad
para detectar la presencia de Mycoplasma sp. utilizando volimenes minimos de 10.5 pl de Master
Mix, 0.75 pl de primers y 1.5 pl de muestra, tanto en muestras de control positivo como en

muestras sin conocimiento previo de la presencia de Mycoplasma sp.
4.3 Deteccion de Mycoplasma sp. en lineas celulares animales 1.929 con
los métodos seleccionados

Considerando que la contaminacién puede ser la causa de desviaciones en los resultados de

cultivo celular, resulta fundamental utilizar métodos disponibles para la deteccion de Mycoplasma
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sp. con el fin de obtener resultados cientificos confiables (76,77)(50,78). Con este precedente,
se seleccionaron los métodos de deteccion (luminiscencia bioquimica, PCR y tincién con DAPI)
y se determiné la presencia del Mycplasma sp. en la linea celular 1.929, que estaba siendo

empleada en el laboratorio para diferentes ensayos de proliferacién y citotoxicidad celular.

La deteccion de Mycoplasma sp. utilizando el método de luminiscencia revel6 la presencia de
contaminacién en las muestras de la linea celular 1.929 en estudio. La Figura 2A muestra los
resultados de la relacion de luminiscencia obtenida antes (A) y después (B) de la adicién del
sustrato en las muestras contaminadas de células en cultivo 1.929 (1.929 C-C) y las tomadas de

conservacion a -80° C en cultivo durante 2 dias (1.929 C-F).

Los resultados de la relacién de las mediciones de luminiscencia fueron superiores a 1y 1.2, lo
que indicaba la presencia de contaminaciéon por Mycgplasma sp. Este resultado esta relacionado
con la emision de ATP generada por la presencia de bacterias vivas en el cultivo celular durante
su crecimiento, asi como la deteccién de las enzimas carbamato quinasa y acetato quinasa, las
cuales estan asociadas a la ruta metabolica de la arginina dihidrolasa y son responsables de la

sintesis de ATP en los microorganismos del género Mollicutes (74).

Para confirmar la presencia del patégeno mediante los otros métodos seleccionados en cuanto
al método tradicional, en la tincién con DAPI (Figura 2C) se observaron precipitados alrededor
de las células, indicando una contaminacién con Mycoplasma sp. desde las 24 horas hasta las 96
horas de cultivo. Asimismo, el gel de electroforesis tenido con Bromuro de etidio permitié
visualizar la presencia de Micoplasma sp. en los medios tomados del cultivo de las muestras de
1929 C-C y L929 C-F, al obtener una banda luminiscente con un peso de 500 pb similar al

control positivo con material genético de Mycaoplasma sp. (Figura 2B).
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Figura 2. Contraste y deteccion de Mycoplasma sp, en la linea celular 1.929 en cultivo con los métodos de deteccion
seleccion.

A Diagrama de barras de la relacion de luminiscencia obtenida con MycoAlert™ PLUS de la linea celular 1.929 contaminada con Mycoplasma
sp, (1929 C-C), células 1.929 nuevas libre de Mycoplasma sp. (1.929 NL), las células 1.929 en preservacion -80 °C posterior a 2 dias de cultivo
L929 C-F), Control con medio (M) y buffer (B). B Gel de electroforesis de la deteccion de Mycoplasma sp. con el kit de ABM con las células 1.929
NL, 1.929 C-Cy 1.929 C-F. Control negativo (-) con agua desionizada estéril y control positivo (+) con la solucion con micoplasma liofilizado del

kit con una banda positiva a 500 bp C. Imdgenes de microscopia de florescencia de las células contaminadas 1.929 C-C a las 24 horas de cultivo y
96 horas de cultivo. Filtro DAPI Objetivo 10X barra de medicion 200 um.

Las lineas celulares 1.929 que dieron positivo a la presencia de Mycoplasma sp. demostraron que
el patégeno puede sobrevivir al proceso de conservacion en nitrégeno liquido (1929 C-F) y
seguir siendo viable después del primer cultivo posterior a la conservacion de la linea celular
(Figura 2 a-b). Estos resultados son consistentes con los hallazgos de Fallagan-Lotch ez a/. 2015,
donde compararon el efecto de la conservaciéon de muestras sobrenadantes en la deteccion de
Mycoplasma sp. utilizando el método bioluminiscente y la PCR (24). Ademas, se observé una

diferencia significativa en los resultados de la relacién de luminiscencia entre las células nuevas
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y libres de Mycoplasma sp. 1.929 NL, y las células contaminadas tanto crio preservadas (1.929 C-
F) como en cultivo (1.929 C-C). También se evidencié la inocuidad y ausencia de Mycoplasma sp.

con resultados inferiores a 1 en la relacidén de luminiscencia.

De la misma manera, Degeling ¢z 2/, (2012) llevaron a cabo evaluaciones de diferentes métodos
para determinar la presencia o ausencia del patégeno en las células utilizadas mediante un ensayo
disefiado por el equipo de investigacion. Este ensayo de deteccion de Mycoplasma sp. se basé en
la degradacion del gen reportero Gaussia luciferasa, el cual fue afiadido a las células mediante un
lentivirus. Para validar este ensayo, se compar6 con otras técnicas de deteccion disponibles en
el mercado, como MycoAlert™ PLUS (Lonza) y PCR con el kit de deteccién de micoplasma
de PromoKine (PromoCell). Los resultados obtenidos fueron consistentes entre los dos
métodos de deteccién, lo que llevo a la conclusion de que este ensayo era valido para detectar
la presencia de Mycoplasma sp. y era necesario el empleo de pruebas contraste para validad la

presencia del patégenos en las muestras en estudio (79).

Por otro lado, en el estudio realizado por Russel ¢z al., (2020), se llevo a cabo una comparacion
de cinco kits comerciales para la deteccion de Mycoplasma sp. en la produccion de un virus
utilizando lineas celulares animales y humanas, como Vero, BHK-21, AP61 y MRG-5. Se
analizaron los resultados positivos y los falso-negativos obtenidos con los cinco ensayos de
deteccioén, incluyendo el kit de PCR para la detecciéon de micoplasma (ABM) y MycoAlert™
PLUS (Lonza). Se observé que el kit de luminiscencia bioquimica MycoAlert™ PLUS arrojo
28 resultados falso-negativos. Los autores atribuyeron esto a su capacidad de detectar
Mycoplasma sp. viable en las muestras, a diferencia de la PCR que detecta el ADN, concluyendo
asi que la deteccion con el kit MycoAlert™ PLUS debe realizarse en un cultivo fresco de
Mycoplasma sp., donde el patégeno haya tenido tiempo suficiente para multiplicarse en su
temperatura Optima, y en un cultivo activo de al menos 24 horas, a fin de asegurar la

confiabilidad de los resultados (80).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la Figura 2A, donde se identifico la presencia
de Mycoplasma sp. en las células 1.929 C-F, que fueron conservadas en un tanque de nitrégeno
liquido. La relacion de luminiscencia registrada (3.5) fue inferior a la de las células que ya estaban

contaminadas en cultivo (.929 C-C). Sin embargo, esta evaluacion se llevo a cabo después de
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24 horas de incubacién a 37°C, lo que indica que dicho periodo de incubacién fue suficiente
para activar el Mycoplasma sp. viable e iniciar su replicacion, lo que permitié detectar la presencia

del patégeno en el cultivo analizado.

4.4 Efecto de la presencia de Mycoplasma sp. en lineas celulares

contaminadas

La comparacion entre la concentracion celular de las lineas celulares 1929 contaminadas (1929
C), 1.929 libres de Mycoplasma sp. (1.929 NL) en 144 horas de incubacion se realiz6 para observar
la influencia de la presencia de Mycoplasma sp. en la proliferacion celular. Los resultados de
ANOVA con un p < 0.001 indica que hay significancia en términos del modelo. La Figura 3A
muestra que en los tiempos de estudio entre las 48 y las 120 horas una diferencia significativa
de entre las células contaminadas (1.929 C M1 y 1.929 C M2) y las células libres de contaminacion
(L929 N M3 y 1.929 N M2), determinada por la concentracion celular obtenida a partir de la
relacién de las curvas patron establecidas (Figura 8 y Figura 9) como medida inicial para
determinar la concentraciéon celular presente en la medicién de fluorescencia emitida en el

ensayo de proliferacion por la reduccion de resazurina cada 24 horas.

En una observacion preliminar, se puede notar que el aumento o disminucién en la velocidad
de crecimiento de las lineas celulares contaminadas, segtn el estudio de Peterson ez al. (2004),
puede estar relacionado con el nimero de subcultivos previos realizados en las células 1.929 C
M1 y L.929 C M2 (81). Ademas, durante los primeros meses del estudio, se detecté de manera
constante la presencia de Mycoplasma sp., indicando la persistencia del patégeno durante 5 meses.
Al analizar el cultivo en estudio, se observaron caracteristicas distintivas que afectaron la
proliferacién de la linea celular contaminada (1.929 C), como un incremento acelerado en el
tiempo de duplicacion y la velocidad de crecimiento entre las 24 y 96 horas de estudio, con

valotes de 33 hy 1.4 x 10? h', respectivamente.

Estos hallazgos pueden estar asociados a la interaccion y competencia por los nutrientes entre
las células 1.929 contaminadas y el patégeno Mycoplasma sp., como se determiné en el estudio
de Gertlic ez al, (2004). Inicialmente, Mycoplasma sp. inhibe la apoptosis celular para mantener su

viabilidad y continuar su replicacion, lo que se observa como un crecimiento acelerado en las
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primeras horas de estudio (82). Sin embargo, el descenso en la velocidad de proliferacion a las
120 horas de estudio (0.9 x10” h™') puede atribuirse al estrés oxidativo inducido por la continua
presencia del patégeno en el cultivo. Durante su crecimiento y sintesis de lipidos, Mycoplasma
sp. produce perdxido de hidrégeno y superdxido, lo cual genera toxicidad en el medio de
crecimiento, resultando en una disminucion en la concentracion celular viable (74), tal como se

determiné mediante el ensayo de proliferacion utilizando resazurina (Figura 3A).

Por otro lado, se observéd que las células 1.929 NL mostraron una fase lenta de adaptacion y
crecimiento, indicando que la ausencia de competencia por nutrientes permite un mayor tiempo
de duplicaciéon (29 h) en comparacidon con las células contaminadas. Ademas, estas células
mantuvieron una fase de crecimiento exponencial continuo incluso después de 120 horas de
siembra. Debido a que estas células tienen menos subcultivos (Pase 3), su velocidad de
crecimiento es inicialmente menor en las primeras horas de cultivo, pero muestran una

tendencia creciente a lo largo del ensayo (Figura 3A y Figura 3B) (83).

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en el estudio de Prasertsung ez a/, (2013)
donde se midi6 un tiempo de duplicacion de 30 h en las células 1.929, a pesar de que otros
autores establecen rangos de 24-30 h de tiempo de duplicaciéon (83). Ademas, es importante
tener en cuenta que la presencia de Mycgplasma sp. puede afectar los resultados esperados en las
mediciones de viabilidad y proliferaciéon celular. L.a competencia por nutrientes y la necesidad
de supervivencia tanto de las células como del patdégeno pueden acelerar la tasa de proliferacion,
lo que podria indicar un mayor crecimiento del cultivo a medida que se obtienen mas nutrientes
en cada subcultivo y cambio de medio. Sin embargo, en lugar de eso, se observa un punto
maximo de crecimiento exponencial que luego concluye en una fase estacionaria leve y el inicio

de la senescencia (Figura 3A y Figura 3B).

De manera paralela, en la Figura 3B se observa el efecto de la presencia y ausencia de Mycoplasma
sp. en la proliferacion celular al comparar los resultados de la medicién de fluorescencia con
resazurina y el recuento celular mediante tincién de DAPI en las células 1.929 libres de
contaminaciéon (1929 NL), contaminadas con Mycplasma sp. (1.929 C) y las células nuevas

intencionalmente contaminadas con medio con Myeoplasma sp. (L929 N cMc).
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En este sentido, las células 1.929 N cMc muestran una tendencia de crecimiento similar a las
células 1.929 NL en cuanto a velocidad, pero a medida que pasan las horas, se evidencia que la
presencia de Mycoplasma sp. genera un marcado decrecimiento en las unidades de fluorescencia
obtenidas a las 120 horas de ensayo y una disminucién leve en el recuento celular en
comparaciéon con la tendencia creciente observada en las células libres de Mycoplasma sp. (1.929
NL) durante todo el ensayo, lo cual indica la influencia de Mycoplasma sp. en las tltimas horas

de ensayo en las células 1.929 C.

Estos resultados muestran diferencias significativas (p < 0.05) en diferentes tiempos de analisis
entre las células 1.929 N cMc y L.929, dado que, entre las 24 y 72 horas se observaron conteos
celulares mas altos en las células contaminadas en comparacion con las células 1929 NL, lo que
indica un perfil de crecimiento similar a las células 1.929 C durante las primeras 72 horas. Sin
embargo, a las 120 horas de crecimiento se observa un cambio en la continuidad de la fase
exponencial en las células 1.929 N cMc, lo cual demuestra que la presencia de Mycogplasma sp. en
poco tiempo (tres semanas) genera cambios en el comportamiento celular. Finalmente, en el
ultimo tiempo de analisis (144 h), se evidencia una disminucién en la cantidad de células viables
presentes en las células 1.929 N cMc, como resultado de la contaminaciéon con Mycoplasma sp.

(Figura 3B).

En el estudio realizado por Gedye ¢ al (2015), se compard la proliferacion de células de
melanoma LM entre células libres de contaminacién y células contaminadas con Mycoplasma sp.,
la presencia del patégeno se determiné utilizando dos métodos similares a los empleados en
este estudio, MycoAlert™ PLUS y PCR. Los resultados obtenidos mostraron una tendencia
similar, donde se observé que las células contaminadas presentaban una mayor absorbancia con
el Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) de manera continua, durante
14 dias, en comparacién con las células libres de contaminacion (84), lo cual concuerda con los
resultados presentados en las primeras 120 horas de nuestro estudio, utilizando resazurina
(Unidades Relativas de Fluorescencia -RFU) (Figura 3B), donde se observa una disminucién
considerable del recuento de células viables y la fluorescencia emitida por las células al estar

contaminadas.
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Figura 3. Evaluacion de la proliferacion de la linea 1.929 Contaminadas (1.929 C), 1.929 Nuevas libres de Mycoplasma sp. (1.929 NL) y
Nuevas intencionalmente contaminadas con Mycoplasma sp. (1.929 N cMe).

1.0 x 10¢ cel/ ml en cada pogo (placa de 24 pozos). A. Evaluacién de la proliferacion mediante la medicion de la fluorescencia de las célnlas
L.929contaminadas muestras 1y muestra 2 (cajas diferentes de cultivo) 1.929 C M1 y M2, y las células 1.929 nuevas libres de contaminacion pase
3 (L929IN M3 y M4) REU: Unidades relativas de flnorescencia B. Evaluacion de la proliferacion mediante la medicion de la fluorescencia (REU)
y conteo de niimero de célnlas 1.929 contaminadas (1.929 C), Células libres de contaminacion (1.929 NL) y 1.929 nuevas contaminadas
intencionalmente con Mycoplasma sp. (1.929 N cMc). Las células fueron enumeradas usando tincion con DAPI con el equipo Cytation 3.

Estos hallazgos respaldan los resultados obtenidos en la Figura 3B, donde las células
contaminadas (1929 C y L1929 N cMc) mostraron una mayor actividad metabdlica en
comparacion con las células libres de contaminacion. Estos resultados sugieren que Mycoplasma
sp. también puede llevar a cabo la re-oxidacion de NADH mediante la enzima glutamato
deshidrogenasa, lo que contribuye al aumento en la reduccién de resazurina mediada por
NADH a NAD", observada en todas las etapas de estudio en las células contaminadas. Este
fenémeno ya habia sido establecido previamente por Pollack ¢7 /, (1997) en su estudio sobre

el metabolismo de las bacterias del género Mollicutes (74).

4.4.1 Ensayo de eficiencia de erradicacion de Mpycoplasma sp. con

diferentes concentraciones de Plasmocin® y MRA.

El ensayo de tratamiento preliminar para establecer la concentraciéon de Plasmocin® necesaria
para tratar los cultivos celulares, se basa en emplear la concentracién de tratamiento de manera
proporcional a la concentracion de Mycoplasma sp. presente en el cultivo celular contaminado
(45), sin embargo, las instrucciones de los proveedores (InvivoGen y MP Biomedicals LLC )
indican la posibilidad de emplear diferentes cantidades para eliminar la presencia de Mycoplasma
sp. en el cultivo celular. Para determinar la presencia de Mycoplasma sp. en el cultivo se empled
el método de deteccién de luminiscencia, donde la relacion de la medicién de luminiscencia
previa (A) y posterior (B) a la adiciéon del sustrato superior a 1.0, indica la presencia de

Mycoplasma sp. en la linea celular en estudio.

El tratamiento de Plasmocin® se adicioné en concentraciones de 12.5 ug ml™ 25 pg ml'y 37.5
pg ml’ en las células 1.929 C en cultivo y con prevalencia del patégeno durante 10 pases. La
primera semana de tratamiento, inicio la erradicaciéon con una disminucién en el resultado de
relacién de luminiscencia hasta 10.5 y 14.4 para los tratamientos de 12.5 pg ml'y 25 pg ml”

respectivamente, indicando una erradicacion del 75 y 66%. Sin embargo, en la segunda semana
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se observo la prevalencia de Mycgplasma sp., aumento de la relaciéon de luminiscencia en el caso
de las células tratadas con 12.5 pg ml” hasta 11.4 y una disminucién que continuaba sobre el
umbral de tratamiento efectivo de 6.0 en las células 1.929 tratadas con 25 pg ml”, indicando atin

la presencia de Mycoplasma sp. (Figura 4A).

Dados los resultados de las primeras dos semanas, fue necesario la evaluaciéon de una tercera
semana para la erradicacion de Mycoplasma sp. con el tratamiento, con una concentracion de 25
pg ml' de Plasmocin® y se determiné que el tratamiento de 12.5 ug ml" no era suficientemente
radical para eliminar la contaminacién, en este caso del cultivo celular de 1.929 C que tenia

mucho tiempo contaminado con el patégeno en estudio.

Cabe resaltar que en estudios como Uphoff ¢z a/. (2012) y Molla ez al., (2011) se emplea el
tratamiento de Mycoplasma sp. con una concentracién de 25 ug ml’, indicando que las
concentraciones de los diferentes tratamientos empleados fueron aplicadas de acuerdo con las
concentraciones establecidas por el fabricante (50,73). En el estudio de Molla ¢z a/, (2011), se
concluye que, de las lineas celulares infectadas, el 66% fueron tratadas con efectividad
empleando Plasmocin® a una concentracién de 25 pg ml', por dos semanas, detectando la

ausencia de Mycoplasma sp al emplear el método de PCR (66).

Sin embargo, en este estudio, la adicién de 37,5 ug ml™" de Plasmocin® al cultivo de células 1.929
C, evidencié un resultado radical, donde la primera semana se erradicé de manera efectiva en
un 81% y en la segunda semana se complet6 la erradicacion de Mycoplasma sp. presente en un
97% (Figura 4A). Por lo anterior, se puede inferir que el tratamiento de Plasmocin® a una
concentracion de 37.5 pg ml™ es radical y efectiva, siendo importante evaluar cual es el efecto
de un tratamiento radical en la viabilidad y velocidad de proliferacion de las células luego de

estar contaminadas (Figura 4A).

Luego de determinar las cantidades que serfan mas pertinentes y efectivas para tratar la
contaminacion por Mycoplasma sp. en el cultivo celular, se procedi6 a evaluar la efectividad del
tratamiento con Mycoplasma sp. de las células 1.929 NI contaminadas intencionalmente con
medio de cultivo contaminado con Myeplasma sp. (1L929 N cMc) en cultivo, por un lapso de 3
semanas, el tratamiento se realizé con las concentraciones de Plasmocin® (25 pug ml' y 37.5 ug
ml™), ya determinadas en el tratamiento de las células 1.929 C, y el empleo del agente anti-

micoplasma MRA con dos concentraciones de estudio (0.2 pg ml™" y 0.5 pg ml™).
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Estas células fueron el punto de partida para la evaluacion de la efectividad de un tratamiento
de Mycoplasma sp. en un escenario en donde las células estan constantemente monitoreadas para
el control de la contaminacion con Mycoplasma sp. En este sentido, se determind la presencia de
Mycoplasma sp. empleando MycoAlert™ PLUS obteniendo un resultado mayor a 1 (47.5), luego
de estar en contacto con un medio de cultivo contaminado con el patégeno. Con este resultado,
se procedio a realizar un tratamiento con diferentes concentraciones y dos antibidticos de

espectros diferentes (Figura 4C), Plasmocin® y MRA (65,66,79,85).

Luego de realizar el tratamiento por separado de las células contaminadas 1.929 N c¢cMc con los
dos antibiéticos, se observé que en la primera semana hubo un efecto de erradicacion
significativo de las lineas tratadas en contraste con las células 1.929 N cMc. El tratamiento de
las lineas celulares tratadas con Plasmocin® tuvo una respuesta de erradicacion mas rapida y
eficaz, lo que corroboré el tiempo de tratamiento de dos semanas, como tiempo requerido para
una erradicacion efectiva, de acuerdo con lo establecido por el proveedor (Invivo Gen) y lo

obtenido en el estudio de Molla ¢z a/., (2011),(66).
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Figura 4. Tratamiento de Mycoplasma sp. con diferentes concentraciones a lo largo del tiempo.



Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en lineas celulares animales

A. Medicion de presencia de Mycoplasma sp. mediante medicion enzimtica de la relacion de luminiscencia B/ A de las células 1.929 C (1.929
contaminadas con Mycoplasma sp.) y su tratamiento con Plasmocin® a diferentes concentraciones (12.5 yg/ ml, 25 ug/ml y 37.5 ug/ mi) (1.929¢
T). B. Medicion de tratamiento de Mycoplasma sp. con Plasmocin® y MRA en las diferentes concentraciones mediante medicion enzimatica de la
relacion de luminiscencia B/ A en las células 1.929 N eMe a lo largo de las semanas. C. Determinacion de erradicacion de Mycoplasma sp. de las
célnlas 1.929 N cMe (Células 1.929 Nuevas contaminadas con Mycoplasma sp.) mediante PCR punto final por tres semanas posterior al tratamiento
de Plasmocin® (25 ug/ml y 37.5 ug/mi) y MRA (0.2 pg/mly 0.5 g/ mi) Los ensayos desarrollados (¥) denotan significancia (n=3 réplicas
téenicas, p, < 0.001) en comparacion con todos los tiempos de los mismos tratamientos en estudio. Las barras de error representan 1 DS

Los resultados con Plasmocin® a 37.5 pg ml' en la primera semana mostraron que esta
concentracion de tratamiento, al igual que en el ensayo preliminar (Figura 4A), tuvo un efecto
radical en la eliminacién de Mycoplasma sp., con un 90% de erradicacion, con respecto a la
relacion de luminiscencia obtenida con las células .929 N cMc y un resultado de luminiscencia

menor a 1 en la segunda semana, indicando la erradicacion total del patégeno del cultivo.

Asimismo, los resultados con Plasmocin®a 25 ug ml" en la primera semana evidenciaron una
erradicacion parcialmente radical, que fue efectiva en el 69% vy efectiva en mas del 96% al
finalizar la segunda semana de tratamiento, donde el resultado de luminiscencia obtenido (1.2)
en la segunda semana estuvo en el limite maximo de reanalisis y ante la posibilidad de presencia
de Mycoplasma sp. se decidié dejar 4 dias adicionales con Plasmocin® en esta concentracién y
hacer una medicion en la tercera semana para todas las células en cultivo, evidenciando asi una

erradicacion satisfactoria para la tercera semana del tratamiento con Plasmocin® (Figura 4B).

Este proceso y efectividad del tratamiento concuerda con lo reportado por Yang ez al., 2012 en
su estudio sobre el efecto inhibitorio que genera la presencia de Mycgplasma sp. en la respuesta
celular de las células antitumorales realiz6 la evaluacion y contraste entre las células infectadas
y libres de Mycoplasma sp. y evalud la presencia de Mycoplasma sp. mediante PCR, realizando el
tratamiento con Plasmocin® hasta 3 semanas para lograr una erradicacion efectiva del patégeno

(86).

Por otro lado, al emplear el tratamiento con MRA en una concentracion 0.5 pg ml™”, la primera
semana de tratamiento, se observé una respuesta significativa de erradicacion y se produjo una
disminuciéon del 60% en la contaminacién en comparacion con la relacién de luminiscencia
obtenida antes del tratamiento (44.8). Las células tratadas con esta concentracién mostraron
una respuesta similar al tratamiento con Plasmocin® a 25 ug ml"' y también requirieron 3

semanas para lograr una erradicacion y ausencia aceptables de Mycoplasma sp. en el cultivo.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Uphoff ¢z a/. (2002) en su estudio sobre el

tratamiento de Mycoplasma sp., donde reportaron una eficacia del 71 al 77% en el tratamiento de
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células LI con una concentracién de 0.5 pg ml' de MRA. Entre los tratamientos con
tetraciclinas y quinolonas evaluados en su estudio, el tratamiento menos efectivo fue MRA.
Ademas, este tratamiento también mostré una mayor prevalencia o respuesta de resistencia por
parte del patégeno, lo que explica la necesidad de un mayor tiempo de tratamiento para obtener
resultados efectivos, como se observé en este estudio que requirid hasta 3 semanas de

tratamiento (Figura 4B) (50,87).

En contraste, el tratamiento con una concentraciéon de 0.2 pg ml™ de MRA en la linea celular
contaminada durante la primera semana, se observé una disminuciéon del 25% en la
luminiscencia y se requirieron 4 semanas de tratamiento para obtener resultados aceptables de

luminiscencia (0.9), indicando la ausencia de Mycoplasma sp. en el cultivo (Figura 4B).

Por lo anterior, se confirma que con una concentracién de 0.5 pg ml"' de MRA vy las dos
concentraciones de Plasmocin®, presentaron efectos significativos en la disminucién de la
contaminacion de las células 1.929 N cMc en la primera semana y en contraste la concentracion
de 0.2 pg ml" de MRA requeriria més tiempo de tratamiento, dado que se observé un efecto
significativo en la erradicacion de_Mycoplasma sp solo hasta la segunda semana de tratamiento

(Figura 4B).

Finalmente, se corroboré el progreso del tratamiento de las células 1.929 N cMc mediante la
realizacién de dos geles de electroforesis. En la primera semana, se observé la presencia
continua del patégeno, mientras que en la tercera semana se evidenci6 la ausencia de Mycoplasma
sp. en las lineas celulares en tratamiento. La Figura 4C muestra el gel de electroforesis que abarca
las semanas evaluadas, donde se observa una banda tenue de aproximadamente 0.5 kb en las

células tratadas con Plasmocin® en ambas concentraciones estudiadas y con 0.5 pg ml™ de MRA.

Por otro lado, en el ensayo de la primera semana, se aprecia una banda de electroforesis bastante
marcada en las células tratadas con 0.2 pg ml' de MRA, indicando la presencia continua del
patégeno. Sin embargo, en la tercera semana, se observa la erradicacién del patégeno en las
células tratadas con Plasmocin® y con la concentracién de 0.5 pg ml' de MRA. Ademas, se
puede apreciar una leve banda en la muestra de la linea celular tratada con la concentracion de
0.2 pg ml" de MRA, lo cual indica que se requirieron 4 semanas de tratamiento para lograr una
erradicacion efectiva. Estos resultados confirman los hallazgos de luminiscencia obtenidos con

MycoAlert™ PLUS a lo largo de las 4 semanas de estudio (Figura 4B).
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4.5 Efecto de tratamiento de Mycoplasma sp. con las concentraciones

de tratamiento seleccionadas

La Figura 5 muestra el efecto de tratamiento de Mycoplasma sp. en la proliferacion las lineas
celulares tratadas en contraste con las células 1.929 NL y .929 N cMc, los resultados evidencian
diferencias significativas entre las células libres, contaminadas y las tratadas, a pesar de que ya
habia sido eliminado Mycoplasma sp. del cultivo celular, revelando que la contaminacién durante
3 semanas con Mycoplasma sp. fue suficiente para generar afectaciones en la proliferacion de las

células tratadas.

La contaminacion con Mycoplasma sp. inicialmente evidencio resultados superiores en la
mediciones de fluorescencia y conteo con DAPI de las células contaminadas 1.929 N cMc con
respecto a la linea célular libre de contaminacién 1.929 NL, indicando que la presencia de
Mycoplasma sp. podria tener un efecto en la proliferacion celular en el cultivo en estudio (Figura
3A-B). No obstante, se evidencié un efecto negativo en la velocidad de proliferacion de la linea
celular al estar contaminada, la cual decrecié de 2.0x107 cel h' en la medicién a las 120 horas a
1.8x107 cel h' en 140 horas de ensayo de proliferacion, indicando preliminarmente que la
presencia de Mycoplasma sp. generé un efecto negativo luego de 5 dfas de cultivo en la

proliferacién de la linea celular en estudio (1929 N c¢Mc).

Adicionalmente, en la Figura 5A se muestran las curvas de proliferacion de las células .929 NT
tratadas con concentraciones de 25 y 37.5 pg ml' de Plasmocin®. Estas curvas revelan
velocidades de proliferacion superiores en comparacion con las lineas celulares no tratadas.
Especificamente, se observaron tasas de proliferacion de 2.1 x 107 células h™ y 2.0 x 10 células
h', respectivamente. Ademas, se encontré que el recuento de células con DAPI fue similar al
de las células 1.929 N cMc al inicio del experimento, pero a diferencia de estas ultimas, no

mostraron un decrecimiento en la proliferacion celular después de 5 dias de crecimiento.

Asimismo, se observé que las velocidades de proliferacion entre las lineas celulares tratadas no
presentaron diferencias significativas durante los primeros dfas del ensayo (72 horas). Sin
embargo, a partir de las 96 horas de ensayo, se evidenciaron diferencias significativas tanto en
el recuento de células con DAPI como en las unidades de fluorescencia emitidas en la reduccion

de resazurina. Esto indica que las células tratadas con concentraciones de 25 pg/mly 37.5 pg/ml
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de Plasmocin® mostraron velocidades de crecimiento de 3 x 107 células h™ y 2.7 x 107 células
h', respectivamente. Estos resultados sugieren que una mayor concentracién de tratamiento

puede tener un efecto en la proliferaciéon celular.

Por otra parte, en la Figura 5B se presentan las curvas de proliferacion de las células 1L.929 NT
tratadas con concentraciones de 0.2 y 0.5 pg/ml de MRA. Se observé que las velocidades de
proliferacién fueron similares a las células tratadas con Plasmocin® y mostraron resultados
superiores en términos de unidades de fluorescencia en comparacion con las células 1.929 N
cMc y 1.929 NL. Sin embargo, entre las células tratadas con MRA se evidencié una diferencia
significativa a partir de las 120 horas de ensayo en las unidades de fluorescencia y en el recuento

con DAPI.

En particular, se observé que el tratamiento con 0.2 pg/ml de MRA (1929 NT 0.2 MRA)
mantuvo una tendencia similar a la linea celular antes de su tratamiento (1L929 N cMc). Sin
embargo, posterior a las 120 horas de estudio de la proliferacion, su velocidad de crecimiento
disminuyd y se inici6é una fase de senescencia. Este comportamiento puede estar asociado a la
presencia de un tratamiento o a efectos posteriores al mismo, como lo han establecido otros
estudios (65). Durante el tratamiento, es posible que se produzcan efectos en la mitocondria
que comprometan la inhibiciéon o citotoxicidad celular minima, lo que resulta en un decremento

en la velocidad de proliferaciéon en lugar de continuar con la tendencia de crecimiento

exponencial observada en las células .929 NT 0.5 MRA y 1929 NL(65).
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Figura 5. Efecto de Tratamiento de Mycoplasma sp. con diferentes concentraciones de tratamiento en la proliferacion de la linea 1.929 Ne tratadas
(@L.929 Ne T).

1.0 x 10% cel/ ml 1.929 NT — Pase 3 en cada pozo (placa de 24 pozos) A. Evaluacion de la proliferacion mediante la medicion de la fluorescencia
con resagurina y conteo de nimero de células posterior al tratamiento con Plasnocin® en las dos concentraciones en estudio (25 ug /mly 37.5 ug

/ml). Las células fueron ennmeradas usando tincion con DAPI B. Evaluacién de la proliferacién mediante la medicion de la fluorescencia Resazurina
_y conteo de niimero de células posterior al tratamiento con MRA (0.2 ug/ml y 0.5 ug/ ml) Las células fueron enumeradas usando tincion con DAPI.

Estos resultados sugieren que, tras un tratamiento efectivo, las células lograron recuperar una
velocidad de proliferacion similar a la de la linea celular libre de contaminacion (1L929 NL). No
obstante, es importante tener en cuenta que pueden haber ocurrido cambios irreversibles en el
funcionamiento de la mitocondria, debido a las altas dosis utilizadas en el tratamiento, as{ como
la activacion o inhibicion de la apoptosis debido a la presencia previa de Mycoplasma sp (80).
Estos factores podrian haber influido en algunos de los resultados obtenidos. Por lo tanto, es
crucial llevar a cabo un monitoreo continuo de las células después del tratamiento y verificar si
se restablecen sus caracteristicas de expresion normales. Esto garantizard la ausencia de efectos
residuales del tratamiento y la identificacién de posibles cambios irreversibles en la expresion

celular que puedan afectar los resultados futuros.

En la Figura 6 se observan la morfologia de las células 1.929 nuevas contaminadas con
Mycoplasma sp (1.929 N cMc), libres de Mycoplasma sp (1.929 NL) y posterior al tratamiento con
las diferentes concentraciones de agente anti-micoplasma en imagenes de florescencia con
DAPI y en campo claro, donde se puede evidenciar la diferencia en la morfologia de las células
L929 N cMc en la imagen de campo claro, con algunos pequefios cambios morfolégicos en
contraste con las células 1.929 NL. Adicionalmente, en la imagen de fluorescencia con DAPI,
se observan algunos precipitados fluorescentes alrededor de las células, lo que implica la

presencia de Mycoplasma sp. adherido a las células en el cultivo.

Aunque la adhesién a las células se observa levemente en la imagen de fluorescencia, este es el
principal y primer paso de colonizacién en el cultivo, y dado que el tiempo de exposicion al
medio contaminado con el patégeno era solo de 3 semanas, no se observan grandes precipitados
como en la Figura 2C, donde el cultivo de 1.929 C habfa sido detectado con contaminacién de

Mycoplasma sp. meses atras. (31,35).

Adicionalmente, se observan las morfologias de las células de las células tratadas con los

diferentes concentraciones y tratamientos donde se presentan leves cambios con respecto a las
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células contaminadas posterior a su tratamiento, evidenciando levemente una mejorfa en su
morfologia de elongacién que puede estar relacionada con la presencia de un antibidtico de
manera reiterativa por semanas. Cabe resaltar que al observar las imagenes de DAPI de las
células tratadas al inicio del ensayo de proliferacion, no se detectaron precipitados fluorescentes
alrededor, que pudieran indicar la presencia de Mycoplasma sp. en el cultivo. Por lo tanto, se
establecié de manera cualitativa que la erradicacién habia sido exitosa. Sin embargo, se
observaron pequefios cambios en la morfologia de las células, lo cual difiere de lo reportado
por algunos autores que afirman que después del tratamiento se restablecen todos los

mecanismos y caracteristicas celulares de la linea celular antes de la contaminacion (88).

No obstante, la contaminaciéon por Mycoplasma sp. puede haber ocasionado cambios
irreversibles en las células, especialmente en las rutas metabodlicas especificas, como la via
utilizada por las células para producir NAD a partir del acido nicotinico (Ruta alternativa Preiss-
Handler) (88). Estos cambios pueden haber afectado la velocidad de crecimiento celular en las
células afectadas y haber disminuido la apoptosis celular mientras Mycoplasma sp. estuvo

presente.

Adicionalmente, otros estudios han asociado mecanismos de transmisiéon de genes de
resistencia a través de vesiculas extracelulares durante la contaminacion con Mycoplasma sp., 1o
que puede haber impactado la capacidad de las células para restablecer sus caracteristicas
originales. Sin embargo, Geyde ef al, 2015 establece que estos procesos de transmision y
adherencia, asf como las caracteristicas celulares se restablecen lentamente una vez lograda una
erradicacion efectiva de la contaminacion, lo que podria suceder en un futuro si se continua

realizando el seguimiento de las células tratadas (37,80).
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L929 N cMc L929 NL L929 T 0.2MRA

L929T 0.5 MRA L929T25P L929T37.5P
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Figura 6. Imdgenes microscipicas cualitativas de las células en estudio posterior a los ensayos de tratamiento con las diferentes concentraciones.

Imdgenes en campo claro y con tincion con DAPI objetivo 10 X con aumento de 200 pm. 1.929 NL, I.929N M, 1.929 N T25 g [ mi, 1.929
NT375 ug [mh 1929 N T 0.2 g /mlh, 1.929 N T 0.5 g / mi. Placa de 24 pozvs.
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4.6 Ensayos de citotoxicidad de células contaminadas libres y tratadas,

comparacion del efecto del tratamiento.

SDS es un surfactante anidnico usualmente empleado como componente en cosméticos y
dentifricos debido a sus propiedades hidrofébicas (89). Debido a su toxicidad moderada y que
en altas concentraciones puede generar irritacion y toxicidad dérmica, es empleado para la
prueba de sensibilidad en la evaluacién de citotoxicidad celular empleando ensayos de viabilidad
con resazurina, rojo neutro y la reducciéon del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) para determinar las concentraciones que generan toxicidad y muerte
celular (90). Debido a esto, en este estudio se seleccionaron diferentes concentraciones de SDS
(2000 y 0.0002 pg ml™) con el fin de comparar la respuesta de viabilidad celular de las células
evaluadas 1.929 NI, 1.929 Nc T con las diferentes concentraciones de Plasmocin® y MRA y
1929 N cMc.

Enla Figura 7A, se observa el porcentaje de viabilidad de las células en estudio al estar expuesta
a diferentes concentraciones de SDS y una concentracién control de tritén al 0.1% v/v, en esta
comparacion se obtuvieron resultados relevantes con respecto al efecto de la contaminacioén de
Mycoplasma sp. y su tratamiento en el ensayo de sensibilidad y citotoxicidad de las células 1.929
contaminadas con Mycoplasma sp., libres y tratadas. Las células que fueron tratadas mostraron
resultados de baja citotoxicidad al emplear concentraciones entre 0.002 y 0.2 pg/ml de SDS y
no mostraron diferencias significativas en los resultados obtenidos entre los diferentes

tratamientos y las células 1.929 NL.

Inicialmente, los resultados evidenciaron un efecto de citotoxicidad bajo entre 0.7 y 4.8% para
las células tratadas con Plasmocin® a 25 ug ml" y 37.5 ug ml”, respectivamente, indicando que
el tratamiento evito un efecto citotéxico en las células al estar en contacto con las menotes
cantidades de SDS. De la misma manera, las células tratadas con MRA evidenciaron un efecto
citotéxico reducido de 0.8 y 12.71% para las células tratadas con 0.2 pg/ml y 0.5 pg/ml,
respectivamente, al estar expuestas a 0.002 pg/ml de SDS, indicando que la adicién del
tratamiento evité también el efecto citotdxico esperado de mas del 20% al estar en contacto

con esta concentracion minima de SDS (Figura 7 a-b).



Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en lineas celulares animales

No obstante, se observaron diferencias significativas al exponer las células a concentraciones
de SDS mayores a 2 pg/ml, lo que result6 en una citotoxicidad con diferencias significativas
(p<0.001) entre los diferentes tratamientos y las células 1.929 NL. En todos los tratamientos,
las células tratadas mostraron porcentajes de viabilidad superiores al 76%, mientras que las
células libres de Mycoplasma sp y con medio contaminado (1929 N cMc) alcanzaron una
viabilidad maxima de solo 27% y 28%, respectivamente (Figura 7b-c). Estos resultados indican
que la respuesta a la concentracién de 2 pg/ml de SDS fue similar en las células contaminadas
y libres, pero se observé una posible proteccion contra el efecto citotoxico del SDS después del

tratamiento.

Con respecto a la concentracion de 20 pg/ml de SDS, se observé una respuesta viabilidad
diferente entre las células tratadas. Las células que fueron tratadas con Plasmocin® mostraron
un respuesta ante la concentraciéon de SDS de un porcentaje de viabilidad del 25%, mientras
que las células tratadas con las diferentes concentraciones de MRA el maximo porcentaje de
viabilidad fue de 12% con las células 0.2 MRA y 1.4% con 0.5 MRA, revelando la viabilidad de
las células tratadas con MRA al estar expuestas a una concentraciéon mayor a 2 pg/ml era
afectada en mayor proporcion, concordando con los resultados de proliferacion obtenidos,

donde a las 72 y 96 horas de tratamiento con MRA las células decrecieron parcialmente su

velocidad de proliferacion (Figura 5B).

A
100 | .

80

J—i%

60

40
i ] I

20
” f ;
05 : 1T e e Ty

SIPISE PIPIE PIPISE PIOHE PIOISE G

% de Viabilidad celular

Concentraciones de SDS
1929 NL 1929 N cMc L929N T 25 pg/ml [ L929 N T 37.5 pg/ml

[ L929N T 0.2 pg/ml [ L929NT 0.5 ng/ml



Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en lineas celulares animales

Fignra 7. Evalunacion del efecto del tratamiento de Mycoplasma sp. en la sensibilidad a la citotoxicidad con diferentes concentraciones de SDS.
Comparacion con la linea celular 1.929 Nuevas Contaminadas (1.929 N eMc), 1.929 Nuevas libres de Mycoplasma sp.(I.9I29IN)

1.0 x 10# cel/ ml 1.929 N — Pase 3 en cada pozo (placa de 96 pozos). A. Evaluacion de citotoxicidad de diferentes concentraciones de SDS en las
células libres, contaminadas y tratadas (1.929 NL, 1.929N cMc, 1.929 N T25 g [/ ml, 1.929 N T 37.5 ug [ ml 1.929 N T 0.2 ug [ ml 1.929
N T 0.5 pg [ ml) mediante la medicién de la reduccion de resazurina. C1 2000 ug/ ml, C2 20 ug/mi, C3 2 ug/mi, C4 0.2 yg/ml C5 0.0002
g/ ml C+ Tritin 0.1% B. Imdgenes microscdpicas cualitativas del efecto de las concentraciones de SDS de las célutas 1.929 NL. Imagen en campo
claro Objetivo 10X-barra de escala 200 um. C. Imdgenes microscipicas cualitativas del efecto de las concentraciones de SDS' de las células 1.929 N
eMe. Imagen en campo claro Objetivo 10X-barra de escala 200 pm.



Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en lineas celulares animales

El efecto observado en las células libres de Mycplasma sp. concuerda con los resultados
obtenidos en el estudio realizado por Braut-Boucher ¢z a/, 2017. En ese estudio, se evalud el
efecto de diferentes concentraciones de SDS en las células endoteliales utilizando resazurina
como indicador de viabilidad celular. Se encontré que las células alcanzaban una viabilidad del
20% a una concentracién de 100 pg ml" de SDS. En el caso de las células 1.929, los resultados
de viabilidad mostraron que la citotoxicidad aumentaba de manera significativa a

concentraciones superiores a 20 pg ml™" de SDS (90).

Este efecto citotoxico se evidencia en el estudio de Srikanth e7 @/, (2020), donde utilizaron el
SDS como control positivo de citotoxicidad en las células 1.929 donde se encontré que la
adicion de SDS en concentraciones de hasta 3.1 ug ml" generd un 20% de viabilidad, mientras
que concentraciones mayores mostraron resultados de citotoxicidad con una viabilidad del 0%
(91). Estos hallazgos respaldan los resultados obtenidos en nuestro estudio, donde se observo
un efecto citotéxico en las células 1.929 cuando se utilizé SDS en concentraciones superiores a

20 pg ml™.

Por otro lado, en el estudio realizado por Park ¢z al,, (2015), se evalu6 el efecto del SDS en las
células NIH 3T3 y HaCaT, donde se encontré que a concentraciones de 0.075%, se observaba
un efecto en la viabilidad celular de mas del 50%. Este resultado concuerda con los hallazgos
obtenidos en con la concentracion C3, donde las células contaminadas (L929 N cMc) y las
nuevas células libres de Mycgplasma sp. (1.929 NL) fueron afectadas en mas del 50% de su

viabilidad con concentraciones supetiores a 2 pg/ml de SDS (89).

Los resultados de viabilidad al evaluar las concentraciones de C4 y C5 coinciden con los
reportados por Babich ¢z a/, (1997) en su estudio del efecto del SDS en células gingivales. En
dicho estudio, no se observo un efecto citotoxico debido a las bajas concentraciones de SDS a
las que fueron expuestas las células (92). Cabe resaltar que no se encontraron resultados que
pudieran explicar la proteccion contra la citotoxicidad observada en las células tratadas la ser

evaluadas con concentraciones de 2y 0.2 pg ml™ de SDS.

Finalmente, se puede evidenciar minimos cambios morfolégicos entre las células 1.929 NL
(Figura 7B) y L929 N cMc (Figura 7C) luego de estar expuestas a las concentraciones 0.2 pg/ml
(C4) y 0.0002 pg/ml (C5) observando que hay pequefios efectos del SDS y evidenciando algunas

células afectadas por estar contaminadas con Myeplasma sp. No obstante, se presenta una
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citotoxicidad consistente con los resultados de viabilidad para las concentraciones 2000 pg/ml
(C1), 20 pg/ml (C2) y 2 pg/ml (C3) en la Figura 7A, lo cual demuestra que evidentemente la
citotoxicidad con la concentraciéon C1 fue radical y no se observan células supervivientes luego

de estar en contacto con esta concentracion.



Tratamiento de Mycoplasma sp. presente en lineas celulares animales

5 Conclusiones

5.1

Conclusiones

Durante la comparaciéon de métodos disponibles, se determind que se requeria el uso
de dos métodos: uno tradicional y otro de alta sensibilidad, para la deteccién de
Mycoplasma sp. en células 1.929 evaluadas (L929 C). Los métodos altamente sensibles,
MycoAlert™ PLUS y PCR, demostraron una deteccion efectiva y corroboraron los
resultados inicialmente obtenidos con la tincién de DAPIL

La evaluacién de la erradicacion de Mycoplasma sp. utilizando concentraciones de 25 y
37.5 pg/ml de Plasmocin® indic6 su efectividad para una eliminacion definitiva. Se
compard con la capacidad de erradicacion de MRA, que requirié hasta 4 semanas para
ser efectiva.

A pesar de la erradicacién exitosa, la presencia de Mycoplasma sp. generé cambios
minimos en la velocidad de crecimiento de las células evaluadas, especialmente entre las
120 y 144 horas de estudio. Las células tratadas con MRA mostraron una disminucién
en la velocidad de crecimiento, mientras que aquellas tratadas con Plasmocin® lograron
recuperatrla.

En el ensayo de viabilidad celular, el tratamiento proporcioné proteccioén adicional
contra el efecto citotoxico, especialmente en bajas concentraciones de SDS. Aunque se
observaron cambios leves en la morfologia celular, indicando que la presencia previa de

Mycoplasma sp. ya habia afectado morfoldgicamente a las células.
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5.2

Recomendaciones

Se recomienda realizar la deteccion de la presencia de Mycoplasma sp. en las otras lineas
celulares disponibles en el laboratorio, (Vero, U973, HEK 297, hMSC y CHO-s), con
el fin de realizar una erradicacion del patégeno en caso de estar presente y evaluar el

efecto de la presencia de Mycoplasma sp. en sus velocidades de crecimiento.

Se recomienda evaluar si el tratamiento con 25 pg/ml de Plasmocin® y 0.5 pg/ml de
MRA adicionado a las células 1.929 N libres de Mycoplasma sp. puede también generar
una proteccion adicional para aumentar la viabilidad celular al estar en contacto con
diferentes cantidades de SDS y comparar si estos resultados coinciden la tendencia

observada en este trabajo con las células 1.929 tratadas.

Se recomienda establecer un protocolo de monitoreo de deteccion de Mycoplasma sp.
constante de cada 3 meses de las células en uso con el fin de prevenir posibles
contaminaciones y garantizar la validez de los resultados obtenidos en futuras

investigaciones.
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6 Anexos

6.1 Curva de calibracion de resazurina y numero de células

Como se describié anteriormente en el numeral 3.5.1, se realizé una curva de calibraciéon para
establecer cuantificar la cantidad de células presentes mediante la reduccién de resazurina
obtenida(93), para ello se emplearon las concentraciones ya descritas y se realizé la medicién
con las longitudes de onda de excitaciéon y emision de 590 y 530 nm, respectivamente . El
control negativo empleado fue medio DMEM con resazurina 10% v/v, su fluorescencia fue
restada de los valores obtenido en cada una de las mediciones de 100 pl por triplicado en la

placa de 96 pozos.
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Figura 8. Curva de calibracion de resazurina en una placa de 96 pozos de las célnlas 1.929 C, lectura por triplicado.
R2=0.996. X= células adheridas 1.929 C, Y= unidades relativas de fluorescencia
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Figura 9. Curva de calibracion de resazurina en una placa de 96 pozos de las células 1.929 C, lectura por triplicado.
R2=0.996. X= células adheridas 1.929C, Y= unidades relativas de flnorescencia
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