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HUCRE KULTURLERINDE MYCOPLASMA KONTAMINASYONU

Aydin Karaarslan* Murat Ozsan*

OzET

Hiicre kdltiirleri arastirmalarda, asi Gretiminde
ve bazi hastaliklarin tanisinda basvurulan bir yén-
temdir. Huicre kltdirlerinin mikoplazma kontami-
nasyonu yaygindir ve hiicrelerin fizyolojisini ve me-
tabolizmasini bozan ciddi bir sorundur. Bu derleme-
de, kontaminasyonun saptanmasi icin kullanilan ce-
sitli yontemler gozden gegirilmistir.
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SUMMARY
Mycoplasma Contamination in Cell Culturs

Cell culture is a method used in research, vac-
cine production and diagnosis of some diseases.
Mycoplasma contamination of cell cultures is wide-
spread and is a major problem destroyed of cellular
physiology and metabolism. In this article, the vari-
ous methods used for detection of contamination
have been reviewed.
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Hiicre kulturlerinin kdntaminasyonu hticrelerin
fizyolojisini ve metabolizmasini bozarak, arastirmala-
rin ve endustriel ¢alismalarin verimliligini olumsuz
yonde etkilemekte, hastaliklarin tanilarinin dogru bir
sekilde konulmasini engellemektedir. Ayrica virus asi-
larinin hazirlandigi hiicre kiltiirlerindeki kontaminas-
yon, insan sagligi acgisindan ciddi bir tehlike olustur-
maktadir (1,2).

Htcre kulttrlerinde, ilk kontaminan mikoplazma
izolasyonu Robinson ve ark. tarafindan gergeklestiril-
mistir (3). Bu arastiricilar mikoplazmalarin hiicre kii-
tirleri Gzerine etkilerini aragtirirken, mikoplazma ino-
kiile etmedikleri negatif kontrol hticre kiiltiirlerinde de
mikoplazma varligini tespit etmislerdir. Daha sonraki
yillarda polio virus asisi icin hazirlanan primer hiicre
kiltirlerinde de mikoplazma kontaminasyonunun tes-
pit edilmesinden sonra, virus asilari ve hiicre kiiltiirle-
rinin rutin kontrolleri yapilmaya baglanmistir (4). Ce-
sitli tlkelerde devamh hiicre kiiltiirlerinin %15-65'in-
de mikoplazma kontaminasyonu gosterilmistir (5,6).
Hucre kdiltirlerini en sik sigir mikoplazmalari (M. argi-
nini, M. pirum, M. bovis, Acholeplasma laidlawii, M.
bovoculi), ikinci siklikta insan mikoplazmalar (M.

orale, M. hominis, M. fermentans, M. salivarum) kon-
tamine etmekte, bunlari sirastyla domuz mikoplazma-
lari (M. hyorhinis, A. oculi), kus, kanatl kiimes hay-
vanlari ve kedilerde hastalik yapan mikoplazmalar (M.
arthritidis, M. pulmonis, M. canis) izlemektedir (7).
Kontaminasyon genellikle hticre tiremesinin oldugu
donemde ve eksojen kaynakli olarak ortaya ¢ikmakta-
dir. Kontaminasyonlarda 20 farkli Mycoplasma ve Ac-
holeplasma tiirii izole edilmistir. Bunlarin %95’i M.
orale, M. arginini, M. hyorhinis, M. fermentans ve Ac-
holeplasma laidlawii’dir. Tespit edilen mikoplazma
tirlerinin sikhg bir cok calismada farkli olabilmekte
ve birden fazla mikoplazma tiirtiyle kontaminasyona
da rastlamaktadir. Kontaminasyon normal, viriisle in-
fekte, transforme ya da neoplastik monolayer ve/veya
stispanse durumda olan her tiirlii hiicrede olabilmekte
ve primer hiicre kiiltiirlerinde, devamli-hiicre kiiltiirle-
rinden daha az oranda goériilmektedir (5).

Kontaminasyon Kaynaklari

Uzun vyillar, mikoplazma ile kirlenmis olan sigir
serumlarinin  kullanilmasi hicre kdaltirlerinin en
onemli kontaminasyon kaynagi olmustur. Bugiin fir-
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malar tarafindan hazirlanan ticari sigir serumlarinin
mikoplazma yéniinden denetlenmesi bu kaynagin bii-
yiik oranda ortadan kalkmasina yol agmistir. Gunu-
miizde en énemli kontaminasyon kaynaklari, labora-
tuvardaki kontamine laboratuvar arag geregleri ve be-
siyerleri, nadir olarak viriis havuzu ya da monoklonal
antikorlardir (4). Laboratuvar personelinin de hiicre
kiltirlerini kontamine ettigi goriilmektedir. Ornegin
bogazinda M. arginini tagiyan bir laboratuvar teknisye-
ninin-sigir bébrek monolayer hiicre kiiltiirtiniin konta-
minasyonuna neden oldugu bildirilmistir (8).

Hiicre kiiltiirlerinde mikoplazma kontaminasyo-
nunun gosterilmesi

Bu islem ya 6rneklerin kati, yari kati ve sivi besi-
yerlerine ekilerek mikoptazmalarin (iretilmesini amag-
layan kiiltiir ydntemleriyle, ya da kiiltiiri zor olan ba-
z1 mikoplazma suslarinin DNA boyasi, elektron mik-
roskobu ve immiinofloresans gibi yontemlerle gésteril-
mesiyle yapilir (9).

Kiiltiir Yontemleri

Tim diinyada gesitli laboratuvarlar mikoplazma
izolasyonunda birgok besiyeri formiilasyonlari ve ce-
sitli kiltur iglemlerini basarili bir sekilde uygulamakta-
dirlar. Besiyeri formiillerinin cok énemli olmasinin ya-
nisira standardizasyonun da iyi yapilmasi gereklidir.
Rutin olarak kullanilan besiyerleri, temel bir sivi ya da
agar besiyerine serum ve diger ek maddelerin konul-
masi ve tremenin optimal olarak saglandigi konsant-
rasyonlarin belirlenmesi ile hazirlanmaktadir (10).

a-Kati ve siv1 besiyerleri: Mikoplazmalarin izolas- -

yonunda cesitli formiilasyonlarda besiyeri kullanil-
maktadir. Hazirlanan bu besiyerine mikoplazmalarin
daha iyi tireyebilmesi amaciyla, at serumu, taze hazir-
lanmis maya ekstresi, arginin ya da dekstroz, timik
DNA, vitaminler ve indikatér olarak da fenol kirmizis
eklenmektedir. Bakteriyel kontaminasyonun énlenme-
si icin de besiyerine penisilin konulmaktadir (11).

Hiicre kdaltari  inokiile edilen besiyerleri,
37°C’de, %5 CO2’'li ve %95 azot igeren ortamda en
az g hafta izlenir. Hiicre kiltiirlerinin mikoplazma ile
kontamine oldugu, tireyen bakterinin sivi besiyerinde
renk degisimi meydana getirmesinin, kati besiyerinde
ise koloni olugturmasinin goriilmesiyle anlagilir (7).

b- Yan kati besiyeri: Bu besiyerleri, arginini kul-
lanan mikoplazmalarin izolasyonunda sivi besiyerle-
rinden daha duyarhdirlar. Mikoplazmalar burada bu-
laniklik meydana getiren mikrokoloniler olusturabilir-
ler. Arginini kullananlar alkali, sekerleri fermente

_edenler ise asit ortam meydana getirirler. Boylece pH
degisikligi ve bulaniklik gozle goriilerek tireme tespit

edilmis olur (4).

Kiiltiir disi1 yontemler

Hiicre kiiltiirlerini kontamine eden ve kiiltiirii ya-
pilamayan mikoplazmalarin %70’ini M. hyorhinis’in
olusturdugu gosterilmistir (12). Kilturt yapilamayan
bir mikoplazmanin tespiti ve tiir ayrimi igin hticre kal-
tiir sistemleri, DNA ve immiinofloresan boyama yon-
temleri, elektron mikroskobisi, ELISA, niikleik asid re-
aksiyonu, polymerase chain reaction (PCR) gibi birgok
yontem gelistirilmistir (9). Bunlardan baglicalari asagi-
da gozden gegirilmigtir. Bu islemlerle genellikle hticre-
lere tutunan mikoplazma suglari tespit edilmektedir.

a- Hiicre kiiltiir sistemleri: Bunlardan birisi olan
indikator hiicre kiltir yonteminde Vero ya da NIH
3T3 gibi hticre kultur dizileri kullaniimaktadir. Mikop-
lazmalarin varligi, tutundugu hiicrelerde tipik sitopatik
etkinin tespit edilmesiyle, nonspesifik DNA boyalariy-
la veya imminofloresan gibi spesifik boyalarla hiicre
membranina tutunan mikoplazmalarin gosterilmesiyle
ortaya konmaktadir (13).

Mikoplazma ile kontamine olan hiicre kiiltiirleri-
nin gosterilmesi icin bisbenzimidazole (Hoechst No:
33258) DNA boyama yontemi gelistirilmistir (14). Bu,
hiicreye tutunma 6zelliginde olan mikoplazmalarin
gosterilmesinde en etkili, basit ve ucuz nonspesifik bir
yontem olarak kabul edilmektedir (12,15).

Diger DNA boyama yontemleri, 4-6 diamidino-
phenylindole (DAPI) boyasi, olivomycin fluorescent
boyasi, konjuge benzoxazinone kanamycin floresan
boyasidir (16-28).

Klasik olarak kullaniimakta olan histolojik boya-
lardan hematoksilen eozin, Giemsa, May-Griinwald-
Giemsa, hypotonic orcein ve acridine orange floresan
boyalari infekte hiicre kiiltiirlerinde mikoplazmalari
tespit etmek icin kullamlmigtir. Boyali preparatlarda
mikoplazmalar kiigtik, mikroskobik beneklenmeler
seklinde hiicre membraninda birikmis olarak tespit
edilir. Bu boyalar, yalnizca hiicrelere tutunan mikop-
lazmalarin gosterilmesinde etkili olmaktadir (19).

immiinofloresan boyama, tiire 6zgiil antikorun
floresan boya ile konjuge edilerek hiicre kiiltiirlerinde
kontaminasyonunun hizli bir sekilde ortaya konulma-
sini saglayan bir yontemdir. Spesifik immuncfloresan
boyama, primer olarak mikoplazmalarin tiir ayrimlari-
nin yapilmasinda kullaniimaktadir (20).

b- Elektron Mikroskobu: Elektron mikroskobu
ozellikle mikoplazma-hiicre etkilesimini incelemek
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icin yararlidir. M. pulmonis gibi bazi mikoplazmalarin
hiicre membranina tutunmalariyla olusan baslangig
infeksiyona ait en erken belirtiler elektron miksosko-
buyla tespit edilebilmektedir (7).

c- Kimyasal ve enzimatik yontemler: Bu incele-
me yontemleri mikoplazmalarda bulunan arginin de-
aminaz, timidin, tridin, adenozin fosforilaz, hipok-
santin ya da urasil fosforibosil transferaz gibi enzimle-
rin aktivitelerinin tespit edilmesi temeline dayanmak-
tadir. Bunlardan tani degeri en yiiksek olan adenozin
fosforilaz aktivitesidir (21). Mc Garrity ve ark (5) mi-
koplazma ile kontamine hiicre kiiltiirlerinde ortaya ¢I-
kan ve toksik bir metabolit olan 6-methy| purine de-
oxyriboside (6-MPDR)'in tespit edilmesiyle yeni bir ta-
n1 yontemini gelistirmislerdir. )

Gabridge ve ark. (22) genel hiicre kiiltiirlerinde
mikoplazmalarin tespit edilmesinde ve tiirlerin tanim-
lanmasinda enzyme immunosorbent assay kullanmig-
lardir.
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