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RESUMEN

Introduccion: los cultivos celulares se utilizan frecuentemente en la investigacion
biomédica, en el area industrial y en pruebas diagndsticas en los hospitales. La
contaminacién de los cultivos celulares por microorganismos o por contaminacién
cruzada entre cultivos es uno de los principales problemas en la investigacion.
Objetivo: deteccion de micoplasmas en cultivos celulares provenientes de diferentes
laboratorios biomédicos.

Material y metodos: los cultivos celulares se evaluaron para detectar presencia de
micoplasmas por medio de cultivo microbioldgico y PCR. Los cultivos celulares fueron
crecidos en ausencia de antibidticos durante 3-4 dias. La identificacion se presenté por
el cambio en el indicador de pH y ausencia de turbidez en el caldo y por la presencia
en agar de las colonias caracteristicas a través de microscopia estereoscopica. La
comparacion de los resultados obtenidos entre el método microbiolégico y PCR se
realizd con la prueba de T de Student.

Resultados: por el método microbioldgico se detecté en 9/20 muestras (45%) presencia
de micoplasmas en los cultivos celulares y por medio de la prueba de PCR resultaron
positivas 10/20 muestras (50%) de cultivos celulares. El anélisis estadistico mostré que
no hay diferencia significativa (P>0.05) en la deteccién entre el método microbioldgico
y PCR.

Conclusiones: es recomendable que la deteccion de micoplasmas en cultivos
celulares debe reforzarse con otra técnica para validar los resultados. Rev.cienc.

biomed.2010; 1 (2): 187 - 189
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SUMMARY

Introduction: cells cultures are widely used in both biomedical and biotechnological
research centers and industry, as well as for diagnostic test in hospitals. Contaminations
of cells cultures with microbial organisms as well as with virus or other eukaryotic cell
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lines are a major problem in cell culture related research.

Objective: mycoplasmas detection in cells cultures came from biomedical
laboratories.

Material and methods: the cells cultures screened for mycoplasmas by using of
microbiological culture and PCR. Cells cultures were grown in the absence of antibiotics
for 3-4 days. The identified based on alterations in the pH of the broth in the absence
of turbidity, production of fried egg colonies. Comparison between microbiological and
PCR were made using Student T test.

Results: mycoplasmas were detected by culture in 9/20 (45%) of the cell culture
samples and PCR revealed the presence of target DNA in 10/20 (50%) samples.
Mycoplasmas detection between the microbiological culture and PCR showing not
significant differences (P>0.05).

Conclusion: mycoplasmas detection in cell cultures must be strengthen with another
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Los micoplasmas son los microorganis-
mos mas pequefios Yy autorreplicables,
se caracterizan por presentar un genoma
reducido en comparacion con otros
procariontes, también carecen de pared
celular lo cual condiciona que presenten
formas pleomorficas. Su distribucion es
considerable ya que los podemos encontrar
en diversos animales y en el humano y
se reporta que pueden interferir en la
investigacion biomédica ya que infectan
animales de laboratorio o contaminando
cultivos celulares (1, 4).

La contaminacién en cultivos celulares
por micoplasmas puede inducir efectos
citogenéticos, disminucion en las concentra-
ciones de nutrientes, alteracién de la
morfologia celular, modulacion de la res-
puesta inmune e incluso interrupcion del
metabolismo celular (5,6). Silacontaminacion
se vuelve persistente se dificulta la deteccidn
y el diagnostico, siendo dificil eliminar la
contaminacion en los cultivos celulares y la
concentracion de micoplasmas puede llegar
hasta 107 UFC/ml (7).

La identificacion de micoplasmas implica
ciertas dificultades ya que su metabolismo
no produce turbidez en el medio, estos
microorganismos no se tifien por la técnica
de gram y su crecimiento colonial en medio
solido ademas de ser lento se requiere de
observar al microscopio. De tal forma se
recomienda para la deteccién de micoplasmas

technique to validate the results.

Cells cultures. Contamination. Mycoplasmas. Detection.

en cultivos celulares implementar al menos
dos pruebas, ya que se ha visto que se
pueden generar resultados falsos positivos
o falsos negativos. El objetivo del presente
trabajo fue la deteccion de micoplasmas en
cultivos celulares provenientes de diferentes
laboratorios biomédicos.

MATERIAL Y METODOS

Del periodo de octubre 2008 a diciembre 2009
se determind la presencia de micoplasmas
en veinte muestras de cultivos celulares y
en veinte muestras de medios utilizados
para crecer los cultivos celulares. El total de
muestras se obtuvo de diferentes laboratorios
biomédicos de la Ciudad de México, D.F.

La deteccion de micoplasmas se realizd
por método microbioldgico, con medios
especificos para micoplasmas y por medio
de la técnica de PCR.

Los cultivos celulares fueron crecidos en
ausencia de antibidticos durante 3 - 4 dias,
enseguida se tomaron alicuotas de 1 ml,
cada alicuota se adiciond a 1 ml de caldo
SP4 e incubaron a 37°C durante veinte dias.
Cada tercer dia se resembraron 5 pl en agar
SP4 e incubaron en las mismas condiciones.
La identificacion se presentd por el cambio
en el indicador de pH y ausencia de turbidez
en el caldo y por la presencia en agar de
las colonias caracteristicas a través de
microscopia estereoscopica. Los medios
utilizados para crecer los cultivos celulares
recibieron el mismo esquema de trabajo.
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Para la deteccién por PCR se tomaron
alicuotas de 1 ml de los cultivos y se realizé
la extraccion de ADN con ZR Fungal/Bacterial
DNA kit™ (Zymo Research).

Los Primers AR1 y AR2 que amplifican un
fragmento de 301 pares de bases en 30
especies de micoplasmas fueron utilizados
en el presente trabajo. Para realizar la
amplificacion se utilizaron 10ul de PyroStart™
fast PCR Master Mix (2X), 1 pl de cada uno
de los primers, 5ul de ADN problema y 3 pl
de agua libre de nucleasas, para un volumen
total de 20 pl. A continuacién se realiz6 la
amplificacion en un termociclador (Techne
TC-412) con el siguiente esquema: 1 minuto
a 959°C, 40 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1
minuto a 50°C, 1 minuto a 72°C, finalmente
1 minuto a 729C. Los productos amplificados
se corrieron en un gel de agarosa al 2% y
tefiido con bromuro de etidio. Los productos
sevisualizaron en unanalizador deimagenes.
Los medios utilizados para crecer los cultivos
celulares recibieron el mismo esquema de
trabajo. Como control positivo se utilizd la
cepa ATCC Mycoplasma fermentans PG-18.
La comparacién de los resultados obtenidos
entre el método microbioldgico y PCR se
realizé con la prueba de T de Student.

RESULTADOS

Un total de veinte muestras de diferentes
cultivos celulares y veinte muestras de
medios utilizados frecuentemente para crecer
los cultivos celulares fueron analizadas para
detectar presencia de micoplasmas. Por el
método microbiolégico se detecto en 9/20
muestras (45%) presencia de micoplasmas
en los cultivos celulares, en los medios
utilizados para crecer los cultivos celulares
solamente en 2/20 muestras (10%) se
detectdé presencia de micoplasmas. El
cultivo y deteccion de micoplasmas fue por
medio de medios especificos para estos
microorganismos, en una primera etapa
en fase liquida y en una segunda etapa en
fase sdlida, en esta ultima presentando
la morfologia caracteristica (Figura 1). Al
realizar la deteccion por medio de la prueba
de PCR resultaron positivas 10/20 muestras
(50%) de cultivos celulares y 2/20 muestras
(2%) de los medios utilizados para crecer
los cultivos celulares (Tabla 1). El analisis

estadistico mostré que no hay diferencia
significativa (P>0.05) en la deteccién entre
el método microbioldgico y PCR.

DISCUSION

El haber incluido los medios utilizados para
crecer los cultivos celulares permite descartar
la contaminacion por estos y no por un mal
manejo por parte del operador, sin embargo
se observd que un 2% de las muestras de los
medios utilizados estaban contaminados por
micoplasmas.

Con respecto a los cultivos celulares,
estos presentaron 45% vy 50% del to-
tal contaminados por medio del método
microbiolégico y PCR respectivamente.
Reportes de los Ultimos cuatro afios muestran
entre un 61.2% y 88.7% de contaminacion
por micoplasma en cultivos celulares (8,9).

El cuadro 1 presenta que el cultivo celular
SiHa y Hela son negativos a presencia de
micoplasmas por el método microbioldgico,
sin embargo por la técnica de PCR se valido
una muestra en ambos cultivos celulares.
Y por el contrario en los cultivos celulares
BT474 que mostré 1 de 2 muestras positivas
a micoplasmas por el método microbioldgico,
con la técnica de PCR las dos muestras
resultaron negativas, lo anterior puede estar
en relacion a la minima cantidad de muestra
que no fue suficiente para evidenciar la
presencia de micoplasmas por esta técnica
, ya que se ha reportado discrepancia
en los resultados, interpretandose como
falsos negativos o falsos positivos en base
a la comparacion de distintos métodos de
deteccion. De tal forma se ha reportado que
la deteccidon de micoplasmas por el método
microbiolégico, técnica de hibridacion de
ADN y por PCR son susceptibles a producir
resultados falsos negativos o falsos positivo,
de tal forma sugerimos que se deben
implementar al menos dos técnicas para
validar los resultados durante la busqueda
de contaminacién por micoplasmas en
cultivos celulares (10-14). En conclusion,
los datos presentados permiten plantear
que la deteccién de micoplasmas en cultivos
celulares debe reforzarse con otra técnica
para validar los resultados.
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FIGURA 1. Se presentan colonias en forma de “huevo frito” caracteristicas de los micoplasmas,
la muestras corresponde a aislamientos a partir de cultivo celular vero, (40X)

TABLA 1. AISLAMIENTOS DE MICOPLASMAS POR METODO MICROBIOLOGICO Y PCR

Cultivo celular Deteccion microbiolégica PCR

+ - + -

L929 (3) 3 0 3 0
Wien (2) 1 1 1 1
SiHa (2) 0 2 1 1
Wil2S (2) 0 2 0 2
Vero (4) 4 0 4 0
BT474 (2) 1 1 0 2
Hela (1) 0 1 1 0
Jukart (1) 0 1 0 1
A431 (1) 0 1 0 1
Raw (1) 0 1 0 1
Caski (1) 0 1 0 1
Total (20) 9 11 10 10

188
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