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Utilização de técnicas direta (cultivo) e indireta (coloração de DNA 
pelo DAPI) para detecção de micoplasmas contaminantes de 

cultivos celulares 

Utilization of direct (culture) and indirect (DNA colorization by DAPI) 
tecniques for Mycoplasma contaminants detection in cell culture 

Simone Perecmanis,* Maira Halfen Teixeira Liberal,** Claudio de Moraes Andrade,*** Luiz Otavio Barroso Pereira,**** 
Luiz Claudio Motta de Oliveira**** 

Resumo 

Trinta cultivos celulares de cinco Instituições de Ensino e Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro foram testadas por duas 
técnicas diferentes, cultivo em caldo e agar SP4 e coloração de DNA, para a detecção de micoplasmas contaminantes de 
cultivos celulares, que são, na atualidade, os causadores de maior prejuízo para laboratórios, mas não foram encontrados 
resultados positivos. 
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Abstract 

Thirty samples of cell culture, obtained in five Research and Education lnstitutions, were tested by culture in SP4 broth and agar 
and the DNA colouring by DAPI but no one of the samples were positive. Mycoplasmas are today the most important contaminant 
of cell cultures because it does not cause macroscopic alteration in the cultures, but can leave the cell to death. 

Keywords: mycoplasma; cell culture; contamination. 

Introdução 

Os cultivos de tecido e cultivos celulares criados no início do 
século como modelo de estudo do comportamento de célu­
las animais livres de variação ambiental passaram a ter uma 
fundamental utilização em ciências como a Virologia, a 
Oncologia, a Farmacologia, a Genética (Freshney, 1988) e bi­
ologia molecular a partir dos anos 50. 

As dificuldades iniciais com a manutenção dos cultivos fo­
ram gradativamente sendo resolvidas com a utilização de 
meios de cultura apropriados, esterilização adequada de vi­
draria e técnicas seguras de manipulação. A maioria das con­
taminações originárias dos próprios tecidos coletados ou 
introduzidas durante o manuseio dos cultivos foi controlada 
com a adição de antibióticos e antifúngicos aos meios, mas 
estes não conseguiram evitar a contaminação por 
micoplasmas (Lustig e Nebel, 1981 ). 

O primeiro relato de cultivo celular contaminado por 
micoplasmas foi feito em 1956 (Robinson et ai., 1956), fato 
que foi confirmado nos quarenta anos seguintes, com cita­
ções de diversos autores ratificando este primeiro achado 
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(Collier, 1957; Barile e Klen, 1971; Hopps et ai., 1973; Rothen 
e Barile, 1993; Timenetsky, 1997). 

Os micoplasmas são os menores procariotas existentes, 300 
nm de diâmetro, não possuem parede celular, apresentam 
uma membrana trilaminar (Razin, 1983) e passam por filtros 
de poros de 0,22 mm de diâmetro quando sob pressão; devi­
do à sua plasticidade (Barile, 1981 ). 

A contaminação por micoplasmas pode ser oriunda dos téc­
nicos que trabalham no laboratório, do soro animal utilizado 
(Rodriguez et ai., 1987) e de aerossóis formados durante a 
tripsinização das células (O'Connel et ai., 1964). 

Embora essa contaminação possa ser inaparente, sem pro­
vocar alterações macroscópicas do tecido, os micoplasmas 
podem afetar os cultivos por produção de metabólitos tóxicos 
(McGarrity e Carson, 1982) ou utilizando componentes do meio 
de cultivo, privando a célula de aminoácidos e nucleosídeos 
essenciais, produzindo citopatologias e aberrações 
cromossomiais (Barile, 1981 ). Podem ainda mimetizar efeitos 
citopáticos virais, inibi-los ou exacerbá-los (Lo et ai., 1991 ), ou 
mesmo alterar sítios antigênicos de ligação celular para 
anticorpos monoclonais (Oredipe et ai., 1990). 
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No Brasil, poucos foram os relatos de isolamento de 
micoplasmas contaminantes de cultivos celulares. A primei­
ra caracterização foi com microscopia eletrônica, no Instituto 
Oswaldo Cruz (Majerowicz e Barth, 1986) e os primeiros iso­
lamentos foram obtidos em um estudo realizado de 1983 a 
1988 pelo Instituto Butantã (Myaki et ai., 1989), onde em 106 
amostras de linhagens celulares, 48 apresentaram-se con­
taminadas. Em 1990, em um estudo posterior, foi feita a pri­
meira identificação de micoplasmas contaminantes de culti­
vos celulares, sendo avaliadas 17 amostras de linhagens de 
cultivos com o resultado de 15 amostras positivas para 
Acholeplasma laidlawii (Timenetsky, 1990). A última notifica­
ção no Brasil de cultivos contaminados com micoplasmas foi 
realizada por Mettifogo et ai. (1997), que isolaram, em Londri­
na, de uma amostra de um cultivo de células da linhagem 
MOBK uma cepa de Mycoplasma spp. 

No Estado do Rio de Janeiro, não havia sido realizado ainda 
nenhum levantamento sobre a ocorrência de cultivos conta­
minados por micoplasmas, motivando, então, a realização 
deste trabalho junto a cinco instituições de pesquisa e ensi­
no, ainda que algumas dessas instituições já houvessem 
realizado testes de controle para a contaminação por este 
tipo de microrganismo. 

Material e métodos 

Para este trabalho foram utilizadas duas técnicas de detecção: 
uma direta - o cultivo em caldo e agar SP4 - e uma indireta­
a técnica de coloração de ONA. 

Origem das amostras 

As amostras de cultivos celulares foram obtidas de cinco ins­
tituições de ensino e pesquisa do Rio de Janeiro denomina­
das de A, B, C, O, E e encontram-se distribuídas por institui­
ção na Tabela 1. Foram trabalhadas 30 amostras de cultivos 
celulares das seguintes linhagens: 

LLMCK2 (rim de macaco Rhesus), MOCK (rim de Cocker 
Spaniel), VERO (rim de macaco verde adulto), McCOY 
(fibroblasto de tecido subcutâneo), MA 104 (rim de feto de 
macaco Rhesus), HEP2 (carcinoma de laringe), Hela 
(Adenocarcinoma de cérvix uterina), HEK (rim de embrião hu­
mano), BHK21 (rim de neonato de hamster), BGM (rim de 
macaco verde africano), GBK (rim de bovino), PK15 (rim de 
suíno) e TH (célula de peixe). 

Acondicionamento original e processamento das células 
utilizadas (da recepção à segunda "passagem'') 

A maioria das células foi recebida em garrafas, em 
monocamadas, com exceção de três amostras (uma amos­
tra de BHK21, uma de GBK e uma de PK15), que vieram con­
geladas em ampolas de vidro e que foram semeadas em 
garrafas de vidro do tipo "xarope" com meio MEM GLASGOW, 
acrescido em 1 O% de soro fetal bovino pré-testado contra 
micoplasmas, da marca GIBCO e incubadas durante 48 ho­
ras em estufa a 37°C para crescerem e depois serem pro­
cessadas. 

As amostras celulares restantes, ao chegarem ao laborató­
rio, foram mantidas por mais 48 horas sem manipulação, e 
após esse período de descanso foram tripsinizadas, para o 
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descolamento das mesmas do fundo das garrafas de cultivo, 
e 1 ,5 ml da suspensão de tripsina e células, mais 0,5 ml do 
meio original foram congelados a -20°C para a inoculação 
em caldo e agar SP4 e para a técnica de coloração de ONA. O · 
restante foi adicionado de meio GLASGOW, mais 10% de soro 
fetal bovino e acrescido de penicilina e estreptomicina, sendo 
novamente colocadas para crescer em estufa a 37°C por 48 
horas. Após este período ficaram mais 48 horas sem mani­
pulação, foram novamente tripsinizadas e dessa vez 
centrifugadas a 4°C por 1 O minutos à 300 X g. Após a tripsina 
ser dispensada, foram adicionadas de meio para congela­
mento de célula, sendo coletado 2ml e congelado a - 200C, 
para o cultivo em caldo e agar SP4 e coloração de ONA. 

O motivo pelo qual as garrafas originais foram duplicadas com 
uma passagem dentro do laboratório, foi aumentar a quantida­
de de células e para estimular o crescimento de micoplasmas 
que estivessem fastidiosos com o possível recém-desconge­
lamento de muitas das amostras das células. 

Controles positivos 

Os controles positivos utilizados foram duas amostras-pa­
drão de micoplasmas, o Mycoplasma bovis e o Acholeplasma 
laidlawii, gentilmente cedidas pela Ora. Maria Angela Orsi. 

Técnica de detecção direta (cultivo em caldo e agar SP4) 

Foram inoculados 0,3 ml de cada uma das suspensões con­
tendo meio mais células em três tubos 13 X 1 00 de vidro con­
tendo 5ml de caldo SP4 (Tuly, 1996). Os tubos foram incuba­
dos a 37°C em estufas de cultivo, e observados diariamente 
para a verificação de alteração de pH, através da mudança de 
cor no indicador utilizado no meio, e de turvação, que seriam 
indicativos de crescimento bacteriano. Após a 1 ª semana de 
incubação, mesmo não apresentando alterações visíveis como 
mudança de pH ou turvação, retirou-se 0,5 ml dos tubos con­
tendo caldo SP4 2 e inoculou-se em placas contendo agar 
SP4. Estas placas foram incubadas durante 21 dias, a 37°C 
em estufa em microaerofilia obtida com uso de jarra e vela, 
sendo observadas de três em três dias para a visualização de 
colônias características em forma de "ovo frito". 

As duas cepas de micoplasma utilizadas como controles 
positivos apresentaram crescimento em 48 horas com turva­
ção do meio e, no caso do A. laidlawii, com mudança de cor . 
do indicador, aferindo desta maneira os meios utilizados. 

Técnica indireta (técnica de detecção porco/oração de DNA) 

Foi utilizada uma técnica baseada nas preconizadas por Chen 
(1977) e pelo COC (Velleca et ai., 1980), para a detecção de 
micoplasmas não cultiváveis, que consiste em inocular as 
células suspeitas em um sistema de células indicadoras e 
posterior coloração com corante fluorescente com afinidade 
por ONA, e observação com microscópio de epifluorescência. 

Soluções químicas utilizadas: 

Fixador de Carnoy: ácido acético glacial e metanol absoluto 
na proporção de 1 :4 respectivamente. 

OAPI: Oiamino fenil indol, em solução de O, 1 mg I ml. 

Solução de Macllvaine: 22,2 ml de ácido cítrico mais 27,8 ml 
de fosfato de sódio. 



Células utilizadas: 

O sistema celular indicador utilizado foi o das células VERO, 
na proporção de 5000 células I ml de meio com 3% de soro 
fetal, distribuídas em placas de seis orifícios incubadas em 
estufas de C02 (5%) a 37°C durante dois dias. 

Procedimento: 

O meio utilizado para fazer crescer as células nas placas foi 
descartado, e estas foram inoculadas juntamente com 0,2 ml 
da suspensão das amostras de células suspeitas, em cada 
poço das placas, que foi completado após a inoculação com 1 ,8 
ml de meio para chegar ao volume final de 2 ml. Posteriormente, 
foram novamente incubadas em estufa de C02 a 37°C durante 
dois dias. Após este período o meio foi descartado com pipeta e 
adicionaram-se em cada poço de cada placa, 2 ml do fixador de 
Carnoy em dois tempos de cinco minutos. O fixador foi então 
descartado e as placas submetidas a secagem em temperatu­
ra ambiente. Depois de secas, foram coradas com o DAPI, man­
tido em contato com as células por 20 minutos, e depois lava­
das 3X lentamente com água desmineralizada e novamente 
secas em temperatura ambiente. Por último, cada poço nas 
placas foi acrescido de 1 gota da solução de Macllvaine e cober­
tos com lamínula. A leitura das placas foi realizada em micros­
cópio de fluorescência com a seguinte combinação de filtros: 
U+ 420k+W330-380 e a objetiva de UV 1 OX. 

Resultados e discussão 

Os resultados obtidos pela técnica de cultivo e coloração de 
DNA encontram-se na Tabela 1. 

Como pode ser observado, mesmo com o uso de duas técni­
cas, as mesmas utilizadas pelo Centro de Controle de Doen­
ças (CDC) norte-americano, a técnica de cultivo em caldo e 
agar SP4 {Tully, 1996) e coloração de DNA (Velleca et ai., 1990) 
para a detecção de micoplasmas contaminantes de cultivos 
celulares, os resultados obtidos foram negativos. Pela técni­
ca de coloração de DNA foram encontrados três resultados 
falso-positivos para micoplasmas. Estas três suspensões 
celulares foram semeadas em agar sangue, EMB agar e no­
vamente semeadas em caldo e agar SP4, sendo encontra­
dos crescimentos bacterianos não semelhantes a 
micoplasmas, provavelmente introduzidos no teste durante a 
manipulação das amostras. 

As freqüências de contaminação encontradas no mundo fo­
ram de 15% nos últimos trinta anos nos EUA. (Rotten e Barile, 
1993), de 2% a 22%, na década de 80 na Coleção Européia 
de Cultivo de Células Animais (McGarrity e Kotani, 1985), no 
Japão uma incidência de 80%, assim como 65% na Argenti­
na {Timenetsky, 1997) e no Brasil, apenas relatos isolados 
foram encontrados, em sua maioria durante a década de 80 e 
início da década de 90 (Barth e Majerowicz, 1988, Miyaki et ai, 
1989 e Timenetsky, 1990). 

Não foram conseguidos dados recentes relativos ao estado 
dessas coleções e instituições citadas nestes países, nem 
de outros que pudessem mostrar a posição atualizada deste 
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Tabela 1: Resultados obtidos através da técnica de cultivo em 
caldo e Agar SP4 e Coloração de DNA ( DAPI ) das amostras 
de cultivos celulares testadas 

LLMCK2 
LLMCK2 
MDCK 
MDCK 
VERO 
VERO 
VERO 
McCoy 
McCoy 
McCoy 
Hela 
Hela 
TH 
BHK21 
BHK21 
BHK21 
BHK21 
BHK21 
BGM 
BGM 
PK15 
PK15 
PK15 
MA104 
MA104 
HEP 
HEP 
HEK 
HEK 
GBK 

Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 

falso positivo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
negativo 
Negativo 

falsopositivo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 

falso positivo 
Negativo 
Negativo 

Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 

fim de década no mundo, quanto à contaminação dos culti­
vos celulares por micoplasmas. Os resultados obtidos nesta 
pesquisa poderiam ser discutidos quanto às técnicas utiliza­
das, mas estas foram aferidas com os microrganismos pa­
drões. As linhagens celulares recebidas foram linhagens de 
"células mães" e não estavam sendo manipuladas intensa­
mente, sendo então mínimas as chances das mesmas esta­
rem contaminadas. Possivelmente a maioria dos cultivos ci­
tados nas pesquisas de outros autores era de cultivos inten­
samente trabalhados e, por isso, mais sujeitos a contamina­
ções por meios, soros e reagehtes contaminados, ou por 
manipulação inadequada. 

Conclusão 

As 30 amostras de cultivos celulares testadas apresentaram­
se livres de contaminação por micoplasmas. As amostras 
que apresentaram resultado falso-positivo provavelmente 
contaminaram-se com outras bactérias durante a coleta das 
células ou durante a inoculação no sistema indicador Vero. 

Conclui-se, então, que as instituições pesquisadas para con­
taminações de cultivos celulares por micoplasmas trabalham 
dentro dos padrões técnicos exigidos pelos órgãos mundiais 
de saúde pública. 
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