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HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE MYCOPLASMA KONTAMİNASYONU 

Aydın Karaarslan* • Murat Özsan* 

ÖZET 
Hücre kültürleri araştırmalarda, aşı üretiminde 

ve bazı hastalıkların tanısında başvurulan bir yön-
temdir. Hücre kültürlerinin mikoplazma kontami-
nasyonu yaygındır ve hücrelerin fizyolojisini ve me-
tabolizmasını bozan ciddi bir sorundur. Bu derleme-
de, kontaminasyonun saptanması için kullanılan çe-
şitli yöntemler gözden geçirilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Hücre kültürü, Mikoplaz-
ma, Kontaminasyon, Tanı 

Hücre kültürlerinin kontaminasyonu hücrelerin 
fizyolojisini ve metabolizmasını bozarak, araştırmala-
rın ve endüstriel çalışmaların verimliliğini olumsuz 
yönde etkilemekte, hastalıkların tanılarının doğru bir 
şekilde konulmasını engellemektedir. Ayrıca virüs aşı-
larının hazırlandığı hücre kültürlerindeki kontaminas-
yon, insan sağlığı açısından ciddi bir tehlike oluştur-
maktadır (1,2). 

Hücre kültürlerinde, ilk kontaminan mikoplazma 
izolasyonu Robinson ve ark. tarafından gerçekleştiril-
miştir (3). Bu araştırıcılar mikoplazmaların hücre kü-
türleri üzerine etkilerini araştırırken, mikoplazma ino-
küle etmedikleri negatif kontrol hücre kültürlerinde de 
mikoplazma varlığını tespit etmişlerdir. Daha sonraki 
yıllarda polio virüs aşısı için hazırlanan primer hücre 
kültürlerinde de mikoplazma kontaminasyonunun tes-
pit edilmesinden sonra, virüs aşıları ve hücre kültürle-
rinin rutin kontrolleri yapılmaya başlanmıştır (4). Çe-
şitli ülkelerde devamlı hücre kültürlerinin %15-65'in-
de mikoplazma kontaminasyonu gösterilmiştir (5,6). 
Hücre kültürlerini en sık sığır mikoplazmaları (M. argi-
nini, M. pirum, M. bovis, Acholeplasma laidlavvii, M. 
bovoculi), ikinci sıklıkta insan mikoplazmaları (M. 
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orale, M. hominis, M. fermentans, M. salivarum) kon-
tamine etmekte, bunları sırasıyla domuz mikoplazma-
ları (M. hyorhinis, A. oculi), kuş, kanatlı kümes hay-
vanları ve kedilerde hastalık yapan mikoplazmalar (M. 
arthritidis, M. pulmonis, M. canis) izlemektedir (7). 
Kontaminasyon genellikle hücre üremesinin olduğu 
dönemde ve eksojen kaynaklı olarak ortaya çıkmakta-
dır. Kontaminasyonlarda 20 farklı Mycoplasma ve Ac-
holeplasma türü izole edilmiştir. Bunların %95'i M. 
orale, M. arginini, M. hyorhinis, M. fermentans ve Ac-
holeplasma laidlawii'dir. Tespit edilen mikoplazma 
türlerinin sıklığı bir çok çalışmada farklı olabilmekte 
ve birden fazla mikoplazma türüyle kontaminasyona 
da rastlamaktadır. Kontaminasyon normal, virüsle in-
fekte, transforme ya da neoplastik monolayer ve/veya 
süspanse durumda olan her türlü hücrede olabilmekte 
ve primer hücre kültürlerinde, devamlıhücre kültürle-
rinden daha az oranda görülmektedir (5). 

Kontaminasyon Kaynakları 
Uzun yıllar, mikoplazma ile, kirlenmiş olan sığır 

serumlarının kullanılması hücre kültürlerinin en 
önemli kontaminasyon kaynağı olmuştur. Bugün fir-
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malar tarafından hazırlanan ticari sığır serumlarının 
mikoplazma yönünden denetlenmesi bu kaynağın bü-
yük oranda ortadan kalkmasına yol açmıştır. Günü-
müzde en önemli kontaminasyon kaynakları, labora-
tuvardaki kontamine laboratuvar araç gereçleri ve be-
siyerleri, nadir olarak virüs havuzu ya da monoklonal 
antikorlardır (4). Laboratuvar personelinin de hücre 
kültürlerini kontamine ettiği görülmektedir. Örneğin 
boğazmda M. arginini taşıyan bir laboratuvar teknisye-
ninin sığır böbrek monolayer hücre kültürünün konta-
minasyonuna neden olduğu bildirilmiştir (8). 

Hücre kültürlerinde mikoplazma kontaminasyo-
nunun gösterilmesi 

Bu işlem ya örneklerin katı, yarı katı ve sıvı besi-
yerlerine ekilerek mikopfazmaların üretilmesini amaç-
layan kültür yöntemleriyle, ya da kültürü zor olan ba-
zı mikoplazma suşlarının DNA boyası, elektron mik-
roskobu ve immünofloresans gibi yöntemlerle gösteril-
mesiyle yapılır (9). 

Kültür Yöntemleri 
Tüm dünyada çeşitli laboratuvarlar mikoplazma 

izolasyonunda birçok besiyeri formülasyontarı ve çe-
şitli kültür işlemlerini başarılı bir şekilde uygulamakta-
dırlar. Besiyeri formüllerinin çok önemli olmasının ya-
nısıra standardizasyonun da iyi yapılması gereklidir. 
Rutin olarak kullanılan besiyerleri, temel bir sıvı ya da 
agar besiyerine serum ve diğer ek maddelerin konul-
ması ve üremenin optimal olarak sağlandığı konsant-
rasyonların belirlenmesi ile hazırlanmaktadır (10). 

â-Katı ve sıvı besiyerleri: Mikoplazmaların izolas- ' 
yonunda çeşitli formülasyonlarda besiyeri kullanıl-
maktadır. Hazırlanan bu besiyerine mikoplazmaların 
daha iyi üreyebilmesi amacıyla, at serumu, taze hazır-
lanmış maya ekstresi, arginin ya da dekstroz, timik 
DNA, vitaminler ve indikatör olarak da fenol kırmızısı 
eklenmektedir. Bakteriyel kontaminasyonun önlenme-
si için de besiyerine penisilin konulmaktadır (11). 

Hücre kültürü inoküle edilen besiyerleri, 
37°C'de, % 5 C02'li ve %95 azot içeren ortamda en 
az üç hafta izlenir. Hücre kültürlerinin mikoplazma ile 
kontamine olduğu, üreyen bakterinin sıvı besiyerinde 
renk değişimi meydana getirmesinin, katı besiyerinde 
ise koloni oluşturmasının görülmesiyle anlaşılır (7). 

b- Yarı katı besiyeri: Bu besiyerleri, arginini kul-
lanan mikoplazmaların izolasyonunda sıvı besiyerle-
rinden daha duyarlıdırlar. Mikoplazmalar burada bu-
lanıklık meydana getiren mikrokoloniler oluşturabilir-
ler. Arginini kullananlar alkali, şekerleri fermente 

edenler ise asit ortam meydana getirirler. Böylece pH 
değişikliği ve bulanıklık gözle görülerek üreme tespit 
edilmiş olur (4). 

Kültür dışı yöntemler 
Hücre kültürlerini kontamine eden ve kültürü ya-

pılamayan mikoplazmaların %70'ini M. hyorhinis'in 
oluşturduğu gösterilmiştir (12). Kültürü yapılamayan 
bir mikoplazmanın tespiti ve tür ayrımı için hücre kül-
tür sistemleri, DNA ve immünofloresan boyama yön-
temleri, elektron mikroskobisi, ELISA, nükleik asid re-
aksiyonu, polymerase chain reaction (PCR) gibi birçok 
yöntem geliştirilmiştir (9). Bunlardan başlıcaları aşağı-
da gözden geçirilmiştir. Bu işlemlerle genellikle hücre-
lere tutunan mikoplazma suşları tespit edilmektedir. 

a- Hücre kültür sistemleri: Bunlardan birisi olan 
indikatör hücre kültür yönteminde Vero ya da NIH 
3T3 gibi hücre kültür dizileri kullanılmaktadır. Mikop-
lazmaların varlığı, tutunduğu hücrelerde tipik sitopatik 
etkinin tespit edilmesiyle, nonspesifik DNA boyalarıy-
la veya immünofloresan gibi spesifik boyalarla hücre 
membranına tutunan mikoplazmaların gösterilmesiyle 
ortaya konmaktadır (13). 

Mikoplazma ile kontamine olan hücre kültürleri-
nin gösterilmesi için bisbenzimidazole (Hoechst No: 
33258) DNA boyama yöntemi geliştirilmiştir (14). Bu, 
hücreye tutunma özelliğinde olan mikoplazmaların 
gösterilmesinde en etkili, basit ve ucuz nonspesifik bir 
yöntem olarak kabul edilmektedir (12,15). 

Diğer DNA boyama yöntemleri, 4-6 diamidino-
phenylindole (DAPI) boyası, olivomycin fluorescent 
boyası, konjuge benzoxazinone kanamycin floresan 
boyasıdır (16-28). 

Klasik olarak kullanılmakta olan histolojik boya-
lardan hematoksilen eozin, Giemsa, May-Grünvvald-
Giemsa, hypotonic orcein ve acridine orange floresan 
boyaları infekte hücre kültürlerinde mikoplazmaları 
tespit etmek için kullanılmıştır. Boyalı preparatlarda 
mikoplazmalar küçük, mikroskobik beneklenmeler 
şeklinde hücre membranında birikmiş olarak tespit 
edilir. Bu boyalar, yalnızca hücrelere tutunan mikop-
lazmaların gösterilmesinde etkili olmaktadır (19). 

İmmünofloresan boyama, türe özgül antikorun 
floresan boya ile konjuge edilerek hücre kültürlerinde 
kontaminasyonunun hızlı bir şekilde ortaya konulma-
sını sağlayan bir yöntemdir. Spesifik immünofloresan 
boyama, primer olarak mikoplazmaların tür ayrımları-
nın yapılmasında kullanılmaktadır (20). 

b- Elektron Mikroskobu: Elektron mikroskobu 
özellikle mikoplazma-hücre etkileşimini incelemek 
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için yararlıdır. M. pulmonis gibi bazı mikoplazmaların 
hücre membranına tutunmalarıyla oluşan başlangıç 
infeksiyona ait en erken belirtiler elektron miksosko-
buyla tespit edilebilmektedir (7). 

c- Kimyasal ve enzimatik yöntemler: Bu incele-
me yöntemleri mikoplazmalarda bulunan arginin de-
aminaz, timidin, üridin, adenozin fosforilaz, hipok-
santin ya da urasil fosforibosil transferaz gibi enzimle-
rin aktivitelerinin tespit edilmesi temeline dayanmak-
tadır. Bunlardan tanı değeri en yüksek olan adenozin 
fosforilaz aktivitesidir (21). Mc Garrity ve ark (5) mi-
koplazma ile kontamine hücre kültürlerinde ortaya çı-
kan ve toksik bir metabolit olan 6-methyl purine de-
oxyriboside (6-MPDR)'in tespit edilmesiyle yeni bir ta-
nı yöntemini geliştirmişlerdir. 

Gabridge ve ark. (22) genel hücre kültürlerinde 
mikoplazmaların tespit edilmesinde ve türlerin tanım-
lanmasında enzyme immunosorbent assay kullanmış-
lardır. 
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