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KONTAMİNASYONLARININ 

FLUORESCENSE (DAPI) VE ACETO-ORCEİN 
BOYAMA YÖNTEI\fl.ERİ iLE TESPİTİ 

ÇALIŞMALARI 

S. •İsmet GÜRHAN (1) Aysuri ÖZTÜRKMEN (2) 

GiRiŞ 

Mikoplazmalar, canlı bir hücre olmaksızin vasatlarda üreyebi
leh en · küçük mikröorganizmalardır. Hücre kültürlerinin mikaplazma 
ile enfekte olduğu ilk olarak Robinson (Robinson, L.B., et, 1956) ta
rafından bildirilmiştir. 

Doku kültüründe veya embriyolu yumurtada hazırlanan C·Jn!ı vi
rus aşıları mikaplazmalar ile kontamine olabilir. Dünya Sağlık Teş

kilatı . (WHO) ve Gıda ve ilaç idaresi (FDA) bu aşıların ve bu amaçla 
kullanılari doku kültürlerinin mikoplazma kontöminasyonu yönünden 
test edilmelerini şart koşmaktadır (3, ·12). 

Genelde mikaplazmalar mikrobiyolojik kültür ortanilarında üreti
lebilir ise de M.hyorhinis gibi bazı türlerin üretimi zordur .. Doku kül
türlerine . adapte mikaplazmaların her zaman agar-buyyon kültürl.e
rinde tespitinin mümkün olmadığı, bu tekniklerle negatif sonuç ve
ren . birçok kültürün gerçekt-s çeşitli mikaplazma . türleri .ile konta
mine olduğu tespit edilmiştir (9). Kontamina·ntın türü bilinmediği iç.in 

·herhangi bir biyokimyasal" test veya immunfloresan tekniğinden ya-
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rarlanılamamaktadır. Bu nedenledir l<i araştırmacılar rutin laboratu
var çalışmaları için süratli ve güvenilebilir bir teşhis metodu bulma 
yoiunda birçok çalışma yapmışlardır. 

indikatör .hücre kültürlerine şüpheli hücrelerden ekimler yapa
rak etkenin canlı ortamlarda üremesinin temini ve bu üremenin çe
şitli boyama metotları ile tespiti en güvenilir ve kısa zamanda sonuç 
veren ·yöntemlerdir (2, 5) . . Her ne kadar ·son yıllarda araştırmacılar 

florokrom . boyaları tercih ettiklerini bildiriyorlar ise de, bu metodun 
Fogh'un (Fogh, J., 1965) bildirdiği aceto-orcein ile boyama metoduna 
üstünlüğü kesin o!arak belirlenmemiştir. 

Bu çalışmada dol<u kültürü ve aşı üreten laboratuvarlar için en 
uygun ve duyarlı metodun belirlenmesi amaçlanmaktadır. 

MATERYAL ve METOT 

HÜCRE : indikatör hücre olarak mikaplazmadan ari Vero (Afri
can green monkey) ve FL Transformed human amnion) devamlı hüc
re l<ültürleri kullanılmış ve gene laboratuvdrımız stoklarında mev
cut , IBRSı An2- FL: Vero, 81-11<21 An30, BHK21 An3ı. BHK21 An34 devcim
lı hücre l<ültürleri ile HPLF (human periodontal ligament fiqroblast) 
ve HGF (human gingival fibroblast) primer hücre kültürleri kullanıl

mıştır. 

' MiKOPLAZMA SUSLARI : Liyofilize ·M.orale, M.hyorhinis ve M. 
arginiiıi şuşları testlerde pozitif kontrol olarcik kullanılmıştır. 

ORCEiN : Merck Art. 7091. Glacial acetic acid içerisindeki % 2' 
lik solüsyonu kullanılmıştır. 

4-6-DIAMIDIN0-2-PHENYLINDOLE-2 HCl (DAPI) : Serva Cat. No. 
18860. · Distile .su · içerisindeki 0,1 !-lg/ml fina! solüsyonu kullanılmı~-
tır. 

HÜC.RE I<ÜLTURÜ VASATLARI : Vero, F( HPLF ve HGF hücre
leri için Dulbecco-MEM, IBRSı hücresi . için MEM, BHKıı hücreleri için 
de G!asgow-MEM, % 10 inaktif FCS ilavesi ile kUllanılmıştır . 

. M E .TO T 

ı - .Aceto-Orcein ile boyayarak mikaplazma aranması işlemi 
Fogh'un (fogh, J. and Fogh, H., 1965) bildirdiği yöntem ile uygulan
m!ştır. 
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ll - indikatör hücre kullanarak uygulanan direkt floresan tek
niği Russel'in (Russel, W.C., et al, 1975) bildirdiği yöntem ile uygu
lanmıştır. 

lll - indikatör hücre kullanmaksızın direkt floresan tekniği. 
Precious'un (Precious, B., Russel, W.C., 1987) bildirdiği yöntem i!e 
uygulanmıştır. 

-N - Hücre kültürlerinde mikaplazma testleri üç aşamalı ola
rak gerçekleştirilmiştir: 

1 - -indikatör hücre kullanarak stoklardaki hücre suşlarında 
mikoplazma · taraması: Burada indikatör hücre olarak Fogh'un me
todu için FL, Russel'in metodu için de Vero hücre kültürleri kullanı
leırak Vero, FL, IBRSı Anı, BHK21 An 13, BHK21 Anq, BHK2l An20, BHK21 
An3ı. BHK21 An34• HPLF ve HGF hücre kültürlerinde mikaplazmaların 
varlığı araştırılmıştır. 

2 - Mikaplazmadan ari olduğu tespit edilen hücre kültürlerine 
eşit ınil<tarıa-rda mikaplazma suşları el<erek iki boyama yönteminin 
l <:arşılaşırılması : Lyofilize mikaplazma suşlarının - her ampul 10 ml 
G-MEM içinde clilue edilmiş ve yeni hazırlanmış hücre kültürlerine 
(lamelli Leighton tüpleri) 0,05 ml miktarlarda taksim edilmiştir. 72 söat 
% 5 COı, % 95 hava -ihtiva eden ortamda 37"C'de inkube edildikten 
sonra kültürler aceto-orcein ve DAPı - ile boyanmıştır. Mikaplazma 
ekimi sırasındcı her hücre kültürü için 2 negatif kontrol kullanılmış
tır. 

3 - iki boyama yönteminin duyarlılıklarının karşılaştırılması: Bi
rinci aşamada mil<oplazma ile. l<ontanıine olduğu tespit edilmiş olan 
BHK21 AnH hücre kültürü 24 saat 37"C'de inkube edildikten sonra 
i:izerindeki !<ullanılmış üretme vasatının Dulbecco-MEM ile 1/10 ve 
1/100 dilusyonları yapılmıştır. Her hücre türü ve dilusyon için 10 adet 
lamelli Leighton tüpü kul_lanılarak mikaplazmadan ari Vero, -FL ve 
BHK An3a lıücre l<ültürleri hazırlanmıştır. 72 saat inkubasyondan son
ra kültürler aceto-orcein ve DAP! ile boyanarak soni,Jçlar değerlen

_dirilmiştir. 

V - Mikrofotografi : Boyamaidr sonunda tespit edilen müsbet 
ve menfi kültürlerin fotoğrafları çeki l nı i ştir. Morfolojik inceleme için 
Olympus BH. !şık mikroskobu, 40 x 15 büyütmede immersian objektifi 
He kulianılm ı ştır. 
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BULGULAR 

1 - indikatör hücre kullanarak mikaplazma kontaminasyonla
rının tespiti : Loboratuvarımız stoklarında mevcut hücre kültürlerinin 
rndikatör hücre kullanarak yapılan mikaplazma taramasında bunlar
dan BHK21 Ani4 ve BHK21 An34 suşlarının gerek aceto-orcein gerek
se DAP! ile boyamoda mikaplazma ile kontamine oldukları BHK21 
AnD suşunun aceto-orcein boyamasında negatif, DAP! ile boyamoda 
pozitif sonuç verdiği, diğer hücre suşlarının ise her iki yöntemde de 
negatif sonuç verdiği tespit edilmiştir (Tablo 1). 

2 - Mikaplazmadan ari oiduğu bilinen. hücre kültürlerine eşit 

miktarlarda mikaplazma suşu ekildikten sonra yapılan boyamalar 
neticesinde M.hyorhinis ekilmiş Vero hücresinde ve M.orale ve M. 
arginini. ekilmiş BHK21 An30 hücresinde aceto-orcein ile boyama so
nucu herhangi bir kentaminasyon görülmezken diğer tüm kültürlerde 
mikroskop sahasında d ·eğişen yoğunluklarda etken tespit edilmiştir 
(Tablo ll). 

3 - Mikaplazma müsbet hücre kültürüne (BHK2l An14 ) ait üret
me vasatının 1/10 ve 1/100 oranlarındaki dilusyonlarının mikoplaz
mc;ıdan ari Vero, FL ve BHK21 An31 hücre kültürlerine ekimi sonucu 
yapay olarak oluşturulan kontaminasyonlar, DAPI ile boyamoda her 
iki dilusyon için 5/5 oranında gözlenebilirken aceto-orcein ile boya
mada Vero hücresinde 1/10 dilusyanda 5/5, 1/100 dilusyanda 1/5, 
FL hücresinde 1/10 dilusyanda 5/5, 1/100 dilusyanda 3/5. BHK21 
An31) hücresinde 1/10 dilusyanda gene 5/5, 1/100 dilusyanda 0/5 
oranlarında gözlenebilmiştir (Tablo lll). 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Enfekte hücre kültürlerindeki mikaplazmaları tespit etmek ama
cıyla birçok teknik geliştirilmiştir. Bunlar mikrobiyolojik, radioisoto
pik ve enzimetik yöntemlerdir. Dikkatli yapılan direkt mikrobiyolojik 
testler ile hücre kültürlerindeki tünı mikaplazma kontaminasyonları
nın tespit edilebileceği inancı, sonraları birçok M.hyorlıinis türlerinin 
hücre olmayan ortamda üremediğinin kesin olarak anlaşılması ile yı
kılmıştır (4). Bu buluşlardan sonra indirekt teşhis metodları önem 
kazanmıştır. 

indirekt teşhis metodları , bir indikatör hücre kullanıla rak uygu
lanabileceği gibi, doğrudan şüpheli kültürün uygun bir boya ile bo-
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yanması i!e de uygulanabilir (5). Araştırmacılar, floresan bciyamd tek
niği ile mikoplazına. kontcıminasyonlarının saptanmasında indikatör 
hücre kültürü kullanımını rutin uygulamadan kaldırılabilecegini bil
dirmişlerdir (6, 8). Bu çalışmada da laboratuvanmız stQklarında mev
cı~ t Vero ve FL hücre kCıiNrleri indikatör olarak kullanıimış ve müs
bet kültürlerde floresan t·3kniği ile etken kolaylıkla tespit ediiebilmiş
tir. Ancak indikatör kullarıorak ya da l<ullanrnaksızın. yqpılan tetkik
lercle teşhis yönünden bir fark gözlenmemiştir. Bu da Mowels (Mo
we!s, J.M., 1989) ve Precious'un (Precious, B. ve Russel, w.c. 1987) 
bulgularını kanıtlanıal<tadır. 

Mikoplaznıaların teşhisi için birçok boyama yöntemi uygulan
maktaclir. Bunlar arasında Fogh'un (Foglı . J. ve Fogh, H., 1965) ace
to-orcein i!e boyama yöntemi en eskilerinden biridir. Boyanın ısı

ya ve iŞığa duyarlı olmaması, preparatların adi ışık mikröskopu ile 
incelenebilnıesi gibi avantajları olan bu yöntem ile yapılan . deneme
lerde zaman zaman, özellikle düşük konsantrasyonlqrda mikaplazma 
ihtiva eden kliltü~lerde hatalı negatif sonuçlar alınmıştır (Tablo lll). 

Mil<.oplazmaların DNA ihtiva etmesinden yararlanılarak birçok 
DNA'ya bağlanabiien floresan boyalar teşhis amacıyla kullanılmak
tadır. Bunlar arasıncia 2,2-(4-lıydroxyphenyl)-6-benzimidazo!yl-6-(1-

methyl-4-piperazil) benzimidazol, kısa adıyla Hoechst 33258 V·3 4-6-
diamidino-2-phenylindole, 2HC!. kısa Odı ile DAP! en yaygın olarak 
l<ullanılanlorıdır. Preporatlardo sad.ece floresan veren hücre nukle
usu ve ektrasellüler bölgelerde mikoplazmol DNA gözlenir. DAPI ile 
Hoeclıst 33258'in benzer sonuçlar V·3rdiği (10) ançak Hoechst 33258' 
in DAPI'ya göre ısıya ve ışığcı daha fazla hassas olduğu bildirilmek
tedir (5) . Bu ça i ışmada da floresan boya olarak DAP! kullanılmış ve 
pmpcratların 1 ay kadar özelliğini kaybetmeksizin karanlıkta muha
faza edilebildiği gözlenmiştir. 

Mc Garrity (Mc Gcı rrity, G.J., ·8t al, 1983), M.hyorhinis'in cytad
sorbsiycnunun çok kuvvetli, M.ora!e'n in iS·8 çok zayıf olduğunu bil
dirmiştir. Bu nokta gözönüne alınarak bu çalışmada da şahıt olara!< 
cytadsorbsiyonun ait ve üst limitlerindeki sözü edilen iki suş ile doku 
I<CıltCırlerinde oldukça sık l(arşılaşılan bir suş olan M.arginini kulla
nılmıştır. 

Bazı araştırmacılar, hücre kültürlerinde mikaplazma aranmas; 
amacıyla floresan DNA boya kadar Fogh'un aceto-.orcein boyama 
tekniğinin de kullanılabileceğini (5). bazıları ise bu tekniğin .ancak 
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103 - 104 CFU'e kadarki mikaplazma l<:ontaminasyonlarını saptuyabil
diğini bildirmişlerdir (11). Bu çalışmada da mikaplazmaların ortamda 
düşük konsantrasyonlarda bulunmaları halinde aceto-orcein boyama 
tekniği ile tespit edilmelerinin zor olduğu ortaya cıl<mıştır (Tablo lll). 

ilk bakışta süratli ve kesin teşhis için en uygun yöntem olarak 
görülen DAP! boyoma tekniğinin uygulaf!rnasında da yanlış pozitif 
ya da negatif r~aksiyonların gözlenmesi mümkündür. Örneğin, çol<. 
yoğun hücre koi-ısdntrasyonu ile başlanan kültürlerde hatalı pozitif 
reaksiyon gözlenebilir, bazı M.orale suşları tespit edilerneyebilir ·(7), 
lympiıobiostoid ve bazı transforme hücreler gibi birtakım mikoplaz~ 
madan ari hücre kültürleri zeminde nonspesifik reaksiyon verebilir
ler (4) . 

Bu çalışmada elde edilen bulgulcir ve önceki araştırıc ı ların ya-. 
y'ıiıları gözönüne alınarak denilebilir ki, hücre kültürlerinde mikoplaz~ 
mcı'ların aranması amacı ile floresan DNA boyama yöntemi mutlak 
uygulanması gereken ve süratle sonuç alınabilen bir yöntemdir. An
cak sonucu teyit etmek açısından bir başka boyama yöntemi (ki bu 
Fogh'un tekniği olabilir) veya eğer zaman ve laboratuvar şartları mü
saitse, mikrobiyolojik testleri (PPLO agar-buyyon kültürleri) uygula
rnokta yarar vardır. 

ÖZET 

Hücre kültürlerinin mikaplazma kontanıinasyonlarının tespiti için 
kullanılan ac·ato-orcein ve floresan DAP! ile ·boyama yönteminin bazı 
özellikleri karşılaştırmalı olarak incelendi: 1 - Laboratuvarımız stok
larında mevcut hücre kültürleri bu iki metot ile test edildi; 2 - Birin
ci aşamada mikaplazmadan ari oldukları tespit edilen hücre kültür
lerinden üçü üç ayrı · mikaplazma suşu ile kontamine edildi ve gene 
sözkonusu iki metot ile test edildiler; 3 - Mikaplazmadan ari Vero, 
FL ve BHK21 An30 hücre kültürleri, l<ontamine olduğu birinci aşama
da tespit edilmiş olan BHK21 An 14 hücre kültürünün vasatı ile ayrı 

ayrı 1/10 ve 1/100 dilusyonlarda enfekte edildi ve iki metotla test 
edildiler. 

Sonuçta, fioresan DAP! boyoma yönteminin aceto-orcein boya
ma yöntemine nisbetle daha duyarlı olduğu tespit edildi. Ancak, li
teratürde bildirilen bazı hatalı pozitif ve negatif reaksiyonların varlığı 
gözönüne alınarak, daha başarılı sonuc almak için il<i yöntemin be
raberce kullanılması tavs iye edildi. 
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SU M MARY 

Some aspects of the detection öf mycoplasma contaıninations 
in ·cell cultur~s both by fluorescent DAPI 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 - Tiıree of mycoplasma-free cell cultures tested in 
the first step have been artificially infected with three different 
rnycoplasma strair'ıs arid stained by two techniques comperatively; 
3 :....._ Mycopltısma-free Vero, FL and BHK21 An30 cell cultures. have 
been infected with the medium of mycoplasma contaminated BHK21 
An14 çe ll culture in two different dilutions (1 /10 and 1 /100) and after 
24 hours· of ineubatian stained witlı two methods separetely. 

As a result, fluorescent DAPI staining assay has beeri estimated 
riıor'e sensitiV·3 than aceto-orcein staining. However by taking into 
cqncideration some false positive and negative reactions mentioned 
in the literature, the combination of two techniques has beeri advi
sed for more satisfactory detection. 

TEŞEKKÜR 

Bizlere bu çalışmayı yapma fırsatını veren Bakanlık Araştırmcı · 

Dairesi'ne ve Şap Enstitüsü Müdürlüğü'ne teşekkür ederiz. 
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TABLO ll Laboratuvar şartlarında kontamine edilen hücre l<ültürlerinde 

ınikoplazmaların iki boyama tekniği ile tespiti . 

Ve ro BHK21 An30 FL 
A.orcein D API A.orcein D API A.orcein D API 

M.hyorhinis + + + + + 

M .. orgininİ + + + + + 

M.orale + + + + + 

Kontrol 

TABLO lll Farklı iki dilusyanda mll<oplazma. ile enfekte edilmiş hücre 

kültürlerinde iki ayrı teknikle karşılaştırmalı olmak 

mikaplazma tespiti. 

1/ 10 1/100 

Negatif Pozitif Orcm Negatif Pozitif Oran 

.:.·." A.orcein 5 5/5 4 1/5 
Vero 

D API 5 5/5 5 5/5 

A.orcein 5 5/ 5 2 3 3/5 
FL 

DAFi s · 5/5 5 5/ 5 

A.orcein 5 5/ 5 5 0/5 
BHK21 An30 

D API 5 5/5 5 5/5 
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ŞEKiL ı : Aceto-orc::ıin ile boyanmış Mycoplasma ile kontamine hücre kültürü. 

ŞEKiL ll Aceto-orcein ile boyanmış Mycoplasmadan ari hücre kültürü. 

115 . 



Hücre kültürlerinde mycoplnsma kontaminnsyonu ' Gürhan- öztürkmen 

ŞEKiL lll ·oAPI ile boyanmış Mycoplasma ile kontamine hücre · kültürü. 

ŞEKiL IV DAPI ile boyanmış Mycopiasmadan ari l'ıücre kültürü. 
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