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HUCRE KULTURLERINDEKI MYCOPLSMA
KONTAMINASYONLARININ
FLUORESCENSE (DAPI) VE ACETO-ORCEIN
BOYAMA YONTEMLERI iLE TESPITi

B CALISMALARI

S. ismet GURHAN (1) ' Aysun OZTURKMEN (2)

GiRIiS

Mikoplazmalar, canli bir hiicre olmaksizin vasatlarda lreyebi-
len en kiiciik mikroorganizmalardir. Hiicre kiiltiirlerinin mikoplazma
‘ile enfekte oldugu ilk olarak Robinson (Robinson, L.B., et, 1956) ta-
rafindan bildirilmistir. ’

Doku kultiriinde veya embriyolu yumurtada hazirlanan can'i vi-
rus astlart mikoplazmalar ile kontamine olabilir. Diinya Saglik Tes-
kilati (WHO) ve Gida ve ilac idaresi (FDA) bu asilarin ve bu amagla
kullanilan doku Kkiilttirlerinin mikoplazma kontaminasyonu yoéninden
test edilmelerini sart kosmaktadir (3, 12).

Genelde mikoplazmalar mikrobiyolojik kiltiir ortamlarinda Ureti-
lebilir ise de M.hyorhinis gibi bazi tirlerin Gretimi zordur. Doku kiil-
tirlerine . adapte mikoplazmalarin her zaman agar-buyyon Kkdltiirle-
rinde tespitinin mimkiin olmadigi, bu tekniklerle negatif sonu¢ ve-
ren -birgok Kkiiltliriin gercekte cesitli mikoplazma. tirleri ile konta-
mine oldugu tespit edilmistir (9). Kontaminantin tirl bilinmedigi icin
“herhangi bir biyokimyasa! test veya immunfloresan tekniginden ya-
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rarlanilamamaktadir. Bu nedenledir ki arastirmacilar rutin laboratu-
var ¢alismalari i¢in suratli ve glvenilebilir bir teshis metodu bulma
yoiunda bircok calisma yapmislardir.

indikatér hicre kilturlerine siipheli hlcrelerden ekimler yapa-
rak etkenin canli ortamlarda Uremesinin temini ve bu Uremenin ce-
sitii boyama metotlari ile tespiti en glivenilir ve kisa zamanda sonug
veren yontemlerdir (2, 5). Her ne kadar "son yillarda arastirmacilar
florokrom boyalarn tercin ettiklerini bildiriyorlar ise de, bu metodun
Fogh’un (Fogh, J., 1965) bildirdigi aceto-orcein ile boyama metoduna
Gstinlidld kesin olarak belirlenmemistir.

Bu calismada doku kiiltlrti ve asi Greten laboratuvariar icin en
uygun ve duyarli metodun belirlenmesi amaclanmaktadir.

MATERYAL ve METOT

HUCRE : indikatér hiicre olarak mikoplazmadan ari Vero (Afri-
can green monkey) ve FL Transformed human amnion) devamli hiic-
re kdltlrleri kullanilmis ve gene laboratuvarimiz stoklarinda mev-
cut IBRS, An,, FL, Vero, BHK21 An;, BHK21 Any, BHK21 Ans, devam-
it hicre Kiltiirleri ile HPLF (human periodontal ligament fibroblast)
ve HGF (human gingival fibroblast) primer hicre kilttirleri kullanil-
migtir. ; : :

MIKOPLAZMA SUSLARI : Liyofilize M.orale, M.hyorhinis ve M.
arginini suslari testlerde pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

ORCEIN : Merck Art. 7091. Glacial acetic acid icerisindeki % 2’
lik sollisyonu kullaniimistir.

4-6-DIAMIDINO-2-PHENYLINDOLE-2 HCI (DAPI) : Serva Cat. No.
18860. Distile .su-igerisindeki 0,1 pg/ml final soliisyonu kullaniimig-
tir.

HUCRE KULTURU VASATLARI : Vero, FL, HPLF ve HGF hicre-
leri icin Dulbecco-MEM, IBRS, hiicresi icin MEM, BHK;, huicreleri igin
de Glasgow-MEM, % 10 inaktif FCS ilavesi ile kullaniimistir.

METOT

| — Aceto-Orcein ile bayayarak mikoplozma aranmasi islemi
Fogh'un (Fogh, J. and Fogh, H., 1965) bildirdigi ydntem ile uygulan-
mistir. i :
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Il — indikatér hiicre kullanarak uygulanan direkt floresan tek-
nigi Russel'in (Russel, W.C., et al, 1975) bhildirdigi yontem ile uygu-
lanmistir.

Il — indikatér hiicre kullanmaksizin  direkt floresan teknigi,
Precious’un (Precious, B., Russel, W.C., 1987) bildirdigi yontem ile
uygulanmistir.

IV — Hicre kuitlirlerinde mikeplazma testleri ic asamal ola-
rak gerceklestirilmistir :

1 — indikatér hiicre kullanarak = stoklardaki hiicre suslarinda
mikoplazma taramasi : Burada indikatdr hiicre olarak Fogh’'un me-
todu icin FL, Russel'in metodu igin de Vero hiicre kiltiirleri kullani-
larak Vero, FL, IBRS, An,, BHK21 An;;, BHK21 Ani;, BHK21 Ans, BHK21
Any, BHK21 Ang, HPLF ve HGF hiicre kiltlirlerinde mikoplazmalarin
variigi arastinimistir.

2 — Mikoplazmadan ari oldugu tespit edilen hiicre kiiltiirlerine
esit mikiariarda mikoplazma suslart ekerek iki boyama ydnteminin
karsilasiriimasi @ Lyofilize mikoplazma suslarinin: her ampul 10 ml
G-MEM icinde dilue edilmis ve yeni hazirlanmis hiicre kiltirlerine
(lamelli Leighton tlipleri) 0,05 ml miktarlarda taksim edilmistir. 72 saat
% 5 CO,, % 95 hava ihtiva eden ortamda 37°C’de inkube edildikien
sonra kiiltiirler aceto-orcein ve DAPI ile boyanmistir. Mikoplazma
ekimi sirasinda her hiicre kiltirli icin 2 negatif kontrol kullaniimig-
tir.

3 — iki boyama yénteminin duyarhliklarinin karsilastiriimasi: Bi-
rinci asamada mikoplazma ile kontamine oldudu tespit edilmis olan
BHK21 Ang hicre kiltlird 24 saat 37°C’de inkube edildikten sonra
tizerindeki kulianiimis Greime vasatinin Dulbecco-MEM ile 1/10 ve
1/100 dilusyonlari yapilmistir. Her hiicre tiir(i ve dilusyon icin 10 adet
lamelii Leighton tupl kullanilarak mikoplazmadan ari Vero, -FL ve
BHK Any hiicre kilturleri hazirlanmistir. 72 saat inkubasyondan son-
ra kilttrler aceto-orcein ve DAPI ile boyanarak sonuclar degerlen-
diriimistir.

V — Mikrofotografi : Boyamalar schunda tespit edilen miisbet
ve menfi kiitirlerin fotograflar cekilmistir. Morfolojik inceleme igin
Olympus BH lIsik mikroskobu, 40 x 15 bliyitmede immersion objekiifi
ile kulianiimustir.
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BULGULAR

1 — indikatér hiicre kullanarak mikoplazma kontaminasyonla-
rinin tespiti : Laboratuvarimiz stokiarinda mevcut hiicre kiltlrlerinin
indikatdr hicre kullanarak yapilan mikoplazma taramasinda bunlar-
dan BHK21 Any ve BHK21 Ans, susiarinin gerek aceto-orcein gerek-
se DAPI ile boyamada mikoplazma ile kontamine olduklari BHK21
An;; susunun aceto-orcein boyamasinda negatif, DAPI ile boyamada
pozitif sonu¢ verdigi, diger hiicre suslarinin ise her iki yontemde de
negatif sonuc verdigi tespit edilmistir (Tablo ).

2 — Mikoplazmadan ari cidudu bilinen hiicre Kkiltirlerine esit
miktarlarda mikopiazma susu ekildikten sonra yapilan boyamalar
neticesinde M.hyorhinis ekiimis Vero hilicresinde ve M.orale ve M.
arginini. ekilmis BHK21 Ans hlicresinde aceto-orcein ile boyama so-
nucu herhangi bir kontaminasyon goértiilmezken dider tiim kiiltirlerde
mikroskop sahasinda degisen yogunluklarda etken tespit edilmistir
(Tablo 1I).

3 — Mikoplazma misbet hiicre kiltiirine (BHK21 Any) ait Uret-
me vasatinin 1/10 ve 1/100 oranlarindaki dilusyonlarinin mikoplaz-
madan ari Vero, FL ve BHK21 An:, hiicre Kdltlrlerine ekimi sonucu
vapay olarak olusturulan kontaminasyonlar, DAPI ile boyamada her
iki dilusyon igcin 5/5 oraninda gdzlenebilirken aceto-orcein ile boya-
mada Vero hiicresinde 1/10 dilusyonda 5/5, 1/100 dilusyonda 1/5,
FL hiicresinde 1/10 dilusyonda 5/5, 1/100 dilusyonda 3/5. BHK21
Any hiicresinde 1/10 dilusyonda gene 5/5, 1/100 dilusyonda 0/5
oranlarinda godzlenehilmistir (Tablo HI).

TARTISMA ve SONUC

Enfekte hiicre kultirlerindeki mikoplazmalari tespit etmek ama-
ciyla bircok teknik gelistirilmistir. Bunlar miikrobiyolojik, radioisoto-
pik- ve enzimatik yontemlerdir. Dikkatli yapilan direkt mikrobiyolojik
testler ile hiicre kiltirierindeki tim mikoplazma kontaminasyoniari-
nin tespit edilebilecedi inanc, sonralart bircok M.hyorhinis tdrlerinin
hiicre olmayan ortamda Uremediginin kesin olarak anlasiimasi ile yi-
kilmigtir (4). Bu buluslardan sonra indirekt teshis metodlari 6nem
kazanmistir. '

indirekt teshis metodlari, bir indikator hicre kullanilarak uygu-
lanabilecegdi gibi, dogrudan siipheli kiltliriin uygun bir boya ile bo-
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yanmasi ile de uyguionabilir (5). Arastirmacilar, floresan boyama tek-
nigi ile mikoplazma kentaminasyonlarinin saptanmasinda indikator
hicre kailttrd kuilanimini rutin uygulomadan  kaldirilabilecedini bil-
dirmiglerdir (6, 8). Bu calismada da laboratuvarimiz stoklarinda mev-
cut Vero ve FL hiicre kiiturleri indikatdr olarak kullaniimis ve mis-
bet kiltirlerde floresan teknigi iie etken kolaylikla tespit ediiebilmis-
tir. Ancak indikatér kullanarak ya da kullanmaksizin yapilan tetkik-
terde teshis yoéninden bir fark godzlenmemistir. Bu da Moweals (Mo-
wels, J.M., 1989) ve Precious’un (Precious, B. ve Russel, W.C. 1987)
bulgularint kanitlamaktadir.

Mikoplazmalarin teshisi icin bircok boyama yéntemi uygulan-
maktadir. Bunlar arasinda Fogh'un (Fogh. J. ve Fogh, H., 1965) ace-
to-orcein ile boyama yéntemi en eskilerinden biridir. Boyanin isi-
ya ve isiga duyarlt oimamasi, preparatlarin adi isik mikroskopu ile
incelenebilmesi gibi avantaijlart olan bu yéntem ile yapilan deneme-
lerde zaman zaman, 6zzllikle dlsiik konsantrasyonlarda mikoplazma
ihtiva eden kiiltlirierde hatall negatif sonuglar clinmistir (Tablo 11).

Mikoplazmalarin DNA ihtiva etmesinden vyararianiarak birgok
DNA'ya baglanabiien floresan boyalar teshis amaciyla kullaniimak-
tadir. Bunlar arasinda 2,2-(4-hydroxyphenyi)-6-benzimidazolyl-6-(1-
methyl-4-piperazil) benzimidazol, kisa adiyla Hoechst 33258 vz 4-6-
diamidino-2-phenylindole, 2HC!, kisa adi ile DAPI en yaygin olarak
kullanilanlaridir. Preparatlarda sadece floresan veren hicre nukle-
usu ve skitraselitler bolgelerde mikoplazmal DNA gozlenir. DAPI ile
Hoechst 33258'in benzer sonuglar verdigi (10) ancak Hoechst 33258’
in DAPI'yva gore isiyo ve 1sida daha fazia hassas oldugu bildirilmek-
tedir (3). Bu caiismada da floresan boya clarak DAPI kullaniimis ve
preparatlarin 1 ay kadar 6zeliigini kaybetmeksizin karanlikia muha-
faza edilebiidigi gdzlenmistir.

Mc Garrity (Mc Garrity, G.J., et al, 1983), M.hyorhinis'in cytad-
sorbsiycnunun g¢ok kuvvetli, M.orale’nin ise ¢ok zayif oldugunu bil-
dirmistir. Bu nokta gézoéniine alinarak bu ¢ahsmada da sahit olarak
cytadsorbsiyonun ait ve Ust limitlerindeki s6zii edilen iki sus ile doku
kiitirlerinde oldukca sik karsilasiian bir sus clan M.arginini kulla-
nilmistir,

Bazi arastirmacilar, hiicre kilttrlerinde mikoplazma aranmasi
amaciyla floresan DNA boya kadar Fogh'un aceto-orcein boyama
tekniginin de kullanilabilecedini (5), bazilari ise bu teknigin ancak
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10° - 10* CFU’e kadarki mikoplazma kontaminasyonlarini saptayabil-
digini bildirmislerdir (11). Bu ¢alismada da mikoplazmalarin ortamda
distk konsantrasyonlarda buiunmalari halinde aceto-orcein boyama
teknigi ile tespit edilmeierinin zor oldugu ortaya cikmistir (Tablo [ii).

itk bakista stiratli ve kesin teshis i¢in en uygun ydntem olarak
gorilen DAPI boyama teknidinin uygulanmasinda da yaniis pozitif
ya da negatif reaksiyonlarin gdzienmesi mimkiindiir. Ornegin, cok
yodun hiicre konsantrasyonu ile baslanan kultirlerde hatali pozitif
reaksiyon gdzlenebilir, bozi M.orale suslari tespit edilemeyebilir (7),
lymphobiastoid ve bazi transforme hiicreler gibi birtakim mikoplaz-
madan ari hlicre kiltlrleri zeminde nonspesifik reaksiyon verebilir-
ler (4). ‘ ~

Bu cahsmada elde edilen bulgular ve onceki aragtiricillarin ya-
yinlari gdzénline alinarak denilebilir ki, hiicre kdltiirlerinde mikoplaz-
malarin aranmasi amaci ile floresan DNA boyama yéntemi mutlak
uvgulanmasi gereken ve siratle sonuc alinabilen bir yontemdir. An-
cak sonucu teyit etmek agisindan bir baska boyama ydntemi (ki bu
Fogh'un teknigi olabilir) veya eder zaman ve laboratuvar sartiari mi-
saitse, mikrobiyolojik testleri (PPLO agar-buyyon kiitiirleri) uygula-
makta yarar vardir.

OZET

Hucre kultirlerinin mikoplazma kontaminasyonlarinin tespiti igin
kullanilan aczato-orcein ve floresan DAPI ile boyama ydnteminin bazi
ozellikleri karsilastirmali olarak incelendi: 1 — Laboratuvarimiz stok-
larinda mevcut hiicre kiiltirleri bu iki metot ile test edildi; 2 — Birin-
ci asamada mikoplazmadan ori olduklar tespit edilen hiicre kiltir-
lerinden (gl {ic ayri mikoplazma susu ile kontamine edildi ve gene
sozkonusu iki metot ile test edildiler; 3 — Mikoplazmadan ari Vero,
FL ve BHK21 An;, hicre kiiltlirleri, kontamine oldugu birinci asama-
da tespit edilmis olan BHK21 Any hlicre kaltirintn vasatr ile ayn
ayrt 1/10 ve 1/100 dilusyonlarda enfekte edildi ve iki metotla test
edildiler.

Sonugcta, fioresan DAPI boyaoma yénteminin aceto-orcein boya-
ma yontemine nisbetle daha duyarll oldugu tespit edildi. Ancak, li-
teratiirde bildirilen bazi hatall pozitif ve negatif reaksiyonlarin varhdi
g6zoéniine alinarak, daha basanl sonuc almak icin iki yéntemin be-
raberce kullaniimasi tavsiye edildi.
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SUMMARY

Some aspects of the detection of mycoplasma contaminations
in -cell cultures both by fluorescent DAP! stain and aceto-orcein
stain have been studied comperatively: 1 — The cell cultures al-
ready present in our laboratory’s stocks have been tested by those
two methods. 2 — Three of mycoplasma-free cell cultures tested in
the first step have been artificially infected with three different
mycoplasma strains and stained by two techniques comperatively;
3 — Mycoplasma-free Vero, FL and BHK21 Any cell cultures have
been infected with the medium of mycoplasma contaminated BHK21
Any celi culture in two different dilutions (1/10 and 1/100) and after
24 hours of incubation stained with two methods separetely.

As a result, fluorescent DAPI staining assay has been estimated
more sensitive than aceto-orcein staining. However by taking into
concideration some false positive and negative reactions mentioned
in the literature, the combination of two techniques has been -advi-
sed for more satisfactory detection.

TESEKKUR

Bizlere bu calismayr yapma firsatini veren Bakanhk Arastirma.
Dairesi‘ne ve Sap Enstitist Mudirligi'ne tesekkiir ederiz.
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TABLO 1 : indikatsr hiicre kiiltiirii kullanilarak gerceklestirilen laboratuvar stok-

larindaki hiicre kiiltiirlerinde mikoplazma kontrollan sonucu,

Negatif BHK21  BHK21 BHK21 BHK21 BHK21 IBRS, Vero FL HPDLF HGF

Kentrol Any; An, Ang, Any - Angy An,

M.hyorhinis
M.arginini
M.orale

Aceto-Orcein -

+
+
+
+
I
|
+
I
|
l
l
I

DAP - + o+ o+ + + — = "4 - = = = —

(9) 9 0661 "312@ "QOIMIIN "3BA I
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TABLO il : Laboratuvar sarilarinda kontamine edilen hiicre kiiliiirierinde

mikoplazmalarin iki boyama teknidi ile tespiti.

Vero BHK21 An,, FL
A.orcein DAPI A.orcein DAPI A.orcein DAPI
M.hyorhinis -+ + _— + 4
M.orginini —_ + = + .3
M.orale -4 4 - + ok
Kontrol —_— — — - —
TABLO Il : Farkli iki dilusyonda mikoplazma ile enfekte ediimis hiicre
kiiltirlerinde iki ayri teknikle karsilastirmah olarak
mikoplazma tespiti.
1/190 1/100
Negatif Pozitif Oran Negatif  Pozitif Oran
A.orcein e 5 5/5 4 1 1/5
Vero
DAPI — 5 5/5 — 5 5/5
A.orcein — 5 5/5 2 3 3/5
FL
DAFI — 5 575 — 5 5/5
A.orcein — 5 5/5 5 — 0/5
BHK21 Any,
DAP] —_ 5 5/5 o 5 5/5




SEKiL it : Acezto-orcein ile ooyanmis Mycoplasmadan ari hiicre kiiltiri.
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SEKIL Il : DAPI ile boyanmis Mycopiasma ile kontamine hiicre kiiltiirii.

SEKIL IV : DAPI ile boyanmis Mycoplasmadan ari hiicre kiltur.
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