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Resumen

La contaminacion de los cultivos celulares por Mollicutes es un hecho fre-
cuente en los laboratorios, reportandose hasta un 80% de cultivos contami-
nados, lo que resulta en ensayos experimentales poco confiables y en produc-
tos biol6gicos poco seguros. Los objetivos del presente estudio fueron:
estimar la frecuencia de micoplasmas como contaminantes de cultivos celu-
lares y analizar la eficiencia de un ensayo de PCR que emplea como ADN
blanco al gen 16S rARN de los Mollicutes. Se estudiaron 39 cultivos celula-
res, representativos de las lineas celulares mas utilizadas y 17 cultivos celu-
lares primarios, recibidos para andlisis de contaminacién, entre julio y di-
ciembre de 2005. Se detectaron micoplasmas en 18/39 (46,2%) cultivos de
lineas celulares, mientras que no se detectaron micoplasmas en los cultivos
celulares primarios. El analisis mediante Hpall del espacio intergénico 16S-
23S rARN de 6 cultivos positivos determind dos patrones de restriccion. La
secuenciacion del ADN de dos amplicones identificé a Mycoplasma hyorhinis
y a Mycoplasma salivarium como micoplasmas contaminantes. La sensibili-
dad analitica de la PCR, determinada a partir de diluciones de un cultivo de
Mycoplasma hominis fue 0,01 u.c.c./mL (unidades cambiadoras de color por
mL), mientras que su especificidad analitica fue 100%. Los resultados de es-
te estudio confirman la importancia de los micoplasmas como contaminan-
tes de cultivos celulares y sugieren que la PCR dirigida al gen 16S rARN es
un procedimiento Util para el diagndstico de estos microorganismos.
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Summary

Up to 80% of cell cultures have been reported to be contaminated with
Mollicutes, causing unreliable experimental results and giving rise to unsa-
fe biological products. The aims of this study were to estimate the fre-
quency of mycoplasmas as contaminants in cell cultures, and to analyze
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the performance of a PCR assay targeting the 16S rRNA of Mollicutes. Thirty-nine cell cul-
tures representing the most used lines of cell cultures and 17 primary cell cultures submit-
ted for detection of mycoplasma contamination were studied between July and December
2005. Mycoplasmas were detected in 18/39 (46.2%) cell line cultures, and in none of the
primary cell cultures. Hpall analysis of the 16S-23S rRNA intergenic space of 6 positive
cultures belonging to different laboratories gave two different restriction patterns. The
sequentiation of each of the two patterns identified Mycoplasma hyorhinis and Mycoplasma
salivarium as the contaminant mycoplasmas. The analytic sensitivity of the 16S rRNA PCR
was 0.01 color-changing units per mL, as determined for dilutions of a Mycoplasma hominis
culture, whereas the analytical specificity was 100%. In conclusion, these results reaffirm
the importance of mycoplasmas as cell culture contaminants, and suggest that 16S rRNA

PCR is a reliable method for detection of these organisms as cell culture contaminants.
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Introduccion

Los Mollicutes (micoplasmas) son las bacterias mas
pequefias capaces de crecer en medios de cultivo ace-
lularesy las Unicas que no poseen pared celular, por lo
gue son extremadamente fragiles (1). Tienen un mar-
cado tropismo por las membranas citoplasmaéticas de
las células eucaridticas, de las cuales obtienen coleste-
rol que incorporaran en su propia membrana celular
para darle mayor estabilidad (1). Esta propiedad los
hace ubicuos, habiendo sido aislados de cerca de 120
especies animales, insectos y vegetales (1).

Varias especies de micoplasmas han sido descritas
como contaminantes habituales de los cultivos celula-
res (2-5), lo que constituye un grave problema ya que
causan diversas alteraciones en el metabolismo celular
y depletan a la célula huésped de nutrientes esenciales
(4). La deteccidn de micoplasmas en los cultivos celu-
lares constituye actualmente un requerimiento indis-
pensable para alcanzar los estandares de calidad de los
laboratorios.

La mayoria de los micoplasmas contaminantes se ca-
racterizan por su diagnéstico en cultivo lento y dificil
(4). Como alternativas al cultivo se han empleado la tin-
cion fluorescente del ADN, 4,6-diamidino-2-fenilindol
dihidrocloruro (Tincién de Hoechst o DAPI) y las téc-
nicas inmunoldgicas, como la inmunofluorescencia di-
recta (IFD) (2)(3). Estas técnicas son mas rapidas y sim-
ples de efectuar, pero en el caso de la tincién DAPI su
sensibilidad y especificidad es limitada y en la IFD re-
quieren un panel de anticuerpos monoclonales dificiles
de obtener (2)(3). La reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR) ha sido empleada en los Ultimos afios como
una alternativa mas sensible para la deteccion de estos
microorganismos en cultivos celulares y sus insumos
(5-8). Dada la gran cantidad de especies que es posible
detectar como contaminantes, los partidores mas utili-
zados estan disefiados para reconocer el gen 16S rARN
o0 el espaciador 16S-23S rARN (5-8). Los objetivos de es-

te estudio fueron estimar la frecuencia de aislamiento
de micoplasmas como contaminantes en cultivos celula-
res y analizar la utilidad de una técnica de PCR para la
deteccion de micoplasmas en los mismos.

Materiales y Métodos

CULTIVOS CELULARES

Se investigo la presencia de micoplasmas en 39 cul-
tivos de 4 lineas celulares de origen epitelial: Hela,
Hep-2, MDCK y MA104 y en 17 cultivos primarios de
origen nervioso. Sobrenadantes de los cultivos celula-
res fueron gentilmente donados por cinco laborato-
rios que utilizan de rutina esta tecnologia, en la Re-
gion Metropolitana, Chile. Las muestras fueron
inmediatamente congeladas a -20 °C y procesadas
dentro de las 72 h de recibidas.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR)

Se amplificé un fragmento de 715 pb del gen 16S
rARN especifico de la clase Mollicutes, empleando los
sebadores GPO-1 y MGSO, descritos por Van Kuppe-
veld FJ y cols. (6). Para la extraccion del ADN se pro-
cesé una alicuota de 250 pL del sobrenadante del cul-
tivo celular, mediante el equipo comercial Wizard SV
Genomic DNA (Madison, USA), de acuerdo a las ins-
trucciones del fabricante. Las amplificaciones fueron
realizadas en un volumen de 50 pL que contenian 2,5 U
Tag ADN polimerasa (Promega), 200 uM de cada nu-
cledtido trifosfato, 2,5 mM MgCl, y 1 uM de cada seba-
dor. Los ciclos de amplificacion consistieron en 1 min
de denaturacién a 94 °C, seguido por 40 ciclos de 1
min de denaturacién a 94 °C, 1 min de hibridacion a
60 °C y 1 min de extension a 72 °C y un ciclo final de 7
min de extensién a 72 °C. Las amplificaciones fueron



efectuadas en un termociclador MJ Research, Modelo
Mini CyclerMR, EE.UU. Como controles positivos del
proceso de amplificacion se incluyeron muestras clini-
cas positivas para M. hominis, Ureaplasma spp. o M. pneu-
moniae. Como control negativo de la reaccién se inclu-
y6 un tubo que contenia todos los reactivos excepto
ADN. Los productos de amplificacion fueron analizados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5 %, te-
fildos con bromuro de etidio y visualizados en transilu-
minador de luz UV. Como patrén de peso molecular se
utiliz6 ADN ladder de 100 pb.

Para el célculo de la sensibilidad analitica de la PCR
se sometieron a PCR diluciones decimales seriadas de
un cultivo de la cepa ATCC 23214 de M. hominis de con-
centracién conocida, determinando la minima cantidad
de ADN capaz de amplificar. Para confirmar el espectro
de especies capaces de ser detectadas mediante la
PCR, se amplifico el ADN de las siguientes especies:
Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma genitalium, Myco-
plasma orale, Mycoplasma salivarium, Mycoplasma homi-
nis, Ureaplasma parvum y Ureaplasma urealyticum. Para ve-
rificar la especificidad analitica de la técnica de PCR se
amplifico el ADN de los siguientes microorganismos:
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus grupo viridans, Mo-
raxella catarrhalis, Haemophilus influenzae, Chlamydia pneu-
moniae, Chlamydia trachomatis, Chlamydia psittaci, Gardne-
rella vaginalis y Candida albicans.

ANALISIS DE LA REGION ESPACIADORA
16S-23S rARN MEDIANTE DIGESTION )
ENZIMATICA CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Se amplificé la regién intergénica 16S-23S rARN
de seis cultivos celulares positivos para micoplasmas
con los sebadores 5-TGC GGC TGG ATC ACC TCC
TT-3'y5-GGC TGC TTC TAA GCC AAC-3’, cuyas po-
siciones son los nucleétidos 1518-1541 y 1069-1052
de la region espaciadora 16-23S rARN de E. coli, res-
pectivamente (9). Las amplificaciones fueron efec-
tuadas en un volumen de 50 pL que contenia 2,5 U
Taq ADN polimerasa, 200 uM de cada nucledtido tri-
fosfato, 1,5 mM MgCl, y 1 uM de cada sebador. Los
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ciclos de amplificacién consistieron en 2 min de de-
naturacion inicial a 92 °C, seguido por 35 ciclos de 1
min de denaturacion a 92 °C, 30 s de hibridacién a
48 °C y 2 min de extensién a 72 °C y un ciclo final de
7 min de extensién a 72 °C. La longitud del fragmen-
to amplificado correspondié a 700 pb. La longitud y
secuencia de la regién amplificada varia en distintas
especies bacterianas (9).

Los productos de amplificacién fueron luego dige-
ridos con la enzima de restriccion Hpall (New En-
gland Biolabs, UK) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Los productos de la digestion fueron anali-
zados por electroforesis en geles de agarosa al 2%, te-
fiidos con bromuro de etidio y visualizados en transilu-
minador de luz UV. Como patrén de peso molecular
se utilizd ADN ladder de 100 pb.

SECUENCIACION DEL ADN

Se secuencio el ADN de dos cultivos celulares con-
taminados y que presentaron un patrén de corte dis-
tinto por Hpall, en un secuenciador automético ABI
373 (Applied Biosystem, Ca., USA). Las especies de
micoplasmas fueron identificadas por comparacién de
su secuencia nucleotidica 16S rARN con las secuencias
depositadas en el National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), median-
te la herramienta de analisis BLAST.

Resultados

Se detectaron micoplasmas en 18/39 (46,2%) culti-
vos de lineas celulares y en ninguno de los cultivos pri-
marios evaluados. En la Fig. 1 se muestran los resulta-
dos de la amplificacion del ADN mediante PCR de
algunos cultivos celulares positivos. Los productos de
amplificacion se caracterizaron por su gran intensidad
y nitidez, no observandose bandas de amplificacion
inespecifica o degradacién de ADN en ninguna opor-
tunidad.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% que muestra los resultados de la amplificacion del
ADN mediante PCR de dos cultivos celulares. Canales: L, marcador de peso molecular de 100 pb; a,
control negativo; b, control positivo; ¢ y d, cultivos positivos.
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La PCR permitié la amplificacion del ADN de to-
das las especies de la clase Mollicutes evaluadas, pero
no de los otros microorganismos incluidos. La sensi-
bilidad analitica de la PCR correspondi6 a 0,01 uni-
dades cambiadoras de color (u.c.c.) por mL, y resul-
td6 100 veces mas sensible que el aislamiento en
cultivo. En la Fig. 2 se muestra la amplificacion de 3
especies distintas de micoplasmas.

El corte enzimatico con Hpall de los productos de
amplificacion de la regidn intergénica de 6 cultivos
celulares positivos mostré dos patrones de restriccion
claramente distinguibles. Cada patron pertenecié a
lineas celulares provenientes de dos laboratorios di-
ferentes. Uno de los patrones de restriccidon corres-
pondié en el analisis de la secuencia nucleotidica a
Mycoplasma salivarium y el otro a Mycoplasma hyorhinis

(Fig. 3).
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Discusidn

La presencia de micoplasmas como contaminantes
de cultivos celulares es un problema frecuente en los
laboratorios que efectlian tales cultivos, estimandose
que entre el 15-80% de los mismos estdn contamina-
dos con estos microorganismos (2-5)(10). Con menor
frecuencia se detectan micoplasmas en cultivos prima-
rios de células. A diferencia de otras bacterias, los mi-
coplasmas crecen lentamente y no producen cambios
apreciables en los cultivos. Sin embargo, producen al-
teraciones en el metabolismo celular, lo que va en de-
trimento de los procesos de investigacion, diagnéstico
y produccién (4). Se ha calculado que en un cultivo
celular contaminado con micoplasmas existe una ma-
yor cantidad de micoplasmas que de células eucariéti-
cas (11). De esta forma, mientras en un frasco de cul-
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% que muestra los resultados de la amplificacién del
ADN mediante PCR de tres especies de micoplasmas. Canales: L, marcador de peso molecular de 100
pb; a, by c, M. orale, M. genitalium y Ureaplasma parvum respectivamente; d, control negativo; e, con-

trol positivo.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% que muestra los patrones de corte con Hpall de 6 culti-
vos celulares positivos para Mollicutes. L: marcador peso molecular 100 pb a-c, y d-f, dos patrones de

restriccion diferentes.



tivo de 25 cm3 se detectan 107-108 micoplasmas por
mL de sobrenadante, la monocapa confluente contie-
ne 1-5 x 106 células eucarioticas (11).

Se han aislado alrededor de 17 especies de mico-
plasmas en cultivos celulares contaminados, pero 5 es-
pecies, Mycoplasma hyorhinis, Mycoplasma orale, Myco-
plasma arginini, Mycoplasma fermentans y Acholeplasma
laidlawii constituyen el 95% de las especies identifica-
das (2-4)(11). De las especies anteriormente mencio-
nadas, M. orale y M. fermentans forman parte de la mi-
crobiota comensal orofaringea y genital humana,
respectivamente, mientras que las otras especies tie-
nen un origen animal (4)(11). En el presente estudio
se detectd M. hyorhinis, de origen porcino y M. saliva-
rium, una especie comensal de la cavidad orofaringea
humana.

Se han desarrollado escasos protocolos para la de-
teccién de micoplasmas en cultivos celulares mediante
PCR (5-8). La mayoria de ellos se basa en la amplifica-
cion del gen 16S rARN (5-7), mientras que Kong F y
cols. implementan un ensayo que amplifica la region
espaciadora 16 S-23S rARN (8). El procedimiento uti-
lizado en este estudio fue disefiado para detectar mi-
coplasmas en muestras clinicas humanas, demostran-
do ser muy sensible y especifico para la deteccion de
micoplasmas en cultivos celulares (6). También ha de-
mostrado ser Util y sensible para la deteccion de mico-
plasmas en insumos de uso en cultivos celulares (7).
En el presente estudio el limite de deteccidn de la PCR
fue 0,01 u.c.c., correspondiendo 1 u.c.c. a 10-100 mi-
croorganismos (12). No existe una medida Unica para
informar la sensibilidad analitica de las PCR en los mi-
coplasmas, lo que crea dificultades para comparar dis-
tintos protocolos (12). Cuando los laboratorios pue-
den cultivar las especies informan el limite de
deteccion de los microorganismos en caldo (u.c.c) y si
ello no es posible, se indica la minima concentracion
de ADN que es capaz de amplificar el procedimiento.
Con respecto a su especificidad, se ha demostrado
93% de especificidad en comparacion con un estandar
de referencia que incluy6 cultivo e hibridacién de los
4cidos nucleicos (5). No obstante, Kong F y cols., me-
diante secuenciacion del ADN, comprobaron como
ADN de Mollicutes a 60/73 amplicones obtenidos por
este procedimiento, correspondiendo las otras 13 se-
cuencias a ADN de bacterias contaminantes gramposi-
tivas (8). Seria necesario conocer con certeza la especi-
ficidad de la técnica de PCR presentada, especialmente
si se desea descontaminar los cultivos celulares positi-
vos, ya que podrian existir diferencias en la sensibilidad
antimicrobiana entre los micoplasmas y las bacterias
grampositivas contaminantes.

La eficacia de la eliminacion de los micoplasmas de
los cultivos celulares contaminados varia entre 71-
86%, seguin el esquema antimicrobiano que se emplee
(13). No obstante, la eficacia global de la descontami-
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nacién, empleando mas de un esquema si se produce
una falla en la erradicacién de los microorganismos
frente a un tratamiento es 96% (13). Las fallas en erra-
dicar los micoplasmas se deben a resistencia antimi-
crobiana (3-20%) o al efecto citotéxico del antimicro-
biano empleado (3-11%)(13). Los antimicrobianos
mas empleados corresponden a las tetraciclinas, las
guinolonas y los macroélidos, debiéndose recordar que
la sensibilidad a los distintos macrolidos difiere entre
las especies de Mollicutes (14).

En conclusion, este estudio sugiere que los mico-
plasmas son contaminantes frecuentes de los cultivos
celulares en laboratorios de este pais y que la técnica
de PCR con amplificacion del 16S rARN es un proce-
dimiento util para su deteccion.
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