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RESUMO: Foi realizado estudo sobre a incidência de contaminação por micoplasma em 29 tipos de
linhagens celulares pertencentes a sete laboratórios de instituições particulares, oficiais e de ensino supe-
rior. Utilizando o método de cultivo direto e oito passagens seriadas em meios específicos, líquido e sóli-
do, verificou-se que, do total de 106 amostras, 48 apresentaram-se contaminadas por micoplasma
(45,28%), o que constitui elevado índice de contaminação. O fato indica que testes periódicos para a de-
terminação da presença de micoplasma nas culturas em utilização é recomendável e que as culturas conta-
minadas devem ser eliminadas para evitar a disseminação do microrganismo. Outras medidas preventi-
vas devem ser adotadas, como a eliminação da pipetagem bucal, execução de técnicas assépticas mais es-
tritas no manuseio das células, controle dos soros de origem animal, da tripsina e de outros componentes
dos meios de cultura utilizados em cultura celular. O estudo mostrou que, ao invés das oito passagens se-
riadas propostas inicialmente, cinco foram suficientes para a detecção dos micoplasmas, o que representa
economia de tempo e de materiais de custo elevado, reduzindo de 848 para 530 o número de passagens e a
duração do teste, de oito para cinco semanas.
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INTRODUÇÃO

Desde que a introdução de antibióticos nos
meios de cultivo de células minimizou o proble-
ma das contaminações bacterianas e fúngicas,
os micoplasmas passaram a ser os contaminan-
tes detectados com maior freqüência em células
animais cultivadas "in vitro" para uso em viro-
logia, em hibridização somática, na avaliação
de toxicidade de materiais e outras, juntamente
com os vírus latentes das células7 ou presentes
em soros de origem animal.

A demonstração de contaminação de cultu-
ras celulares por micoplasmas foi feita pela pri-
meira vez por Robinson e col.27, em fibroblas-
tos humanos. Confirmado posteriormente por
vários autores, o fato evidenciou que a presença
de micoplasmas em linhagens celulares era
evento extremamente comum8,9,17, podendo
pertencer a cepas humanas, suínas ou bovi-
nas1,3.

O tecido de origem das células, os meios de
cultura comercializados usados em seu cultivo,
a t r ips ina , os soros de origem bovi-

na1,2,3,4,8,12,17,19,20,28 ,o pessoal técnico que as repi-
ca33, assim como o aerosol que se forma por oca-
sião da tripsinização de garrafas de culturas de
células contaminadas34, podem ser fontes de
contaminação por micoplasmas, cuja presença
acarreta, principalmente, alterações metabóli-
cas relacionadas com a arginina10,11,13,27,29,30,31 e
com o ácido nucléico1,5,6,14,15,18,21,22,23,24,26, altera-
ções cromossômicas1,5,22,26 e interferência com a
infecção e a replicação viral11,28. Necessário se
torna, pois, manter controle de soros, tripsina e
componentes dos meios de cultivo celular, no
que se refere à presença de micoplasma. A alta
incidência de contaminação nos soros bovinos e
suínos (57%)2, deve-se, principalmente, à falta
de assepsia na coleta do sangue e na separação
do soro e à esterilização imperfeita. Neste caso,
formas viáveis de micoplasma, por serem pleo-
mórficas, podem passar até mesmo pelos poros
das membranas filtrantes de 220 nm, porque es-
tes podem ter seu diâmetro alterado quando
grandes volumes são filtrados sob pressão2,9,33.
Entretanto, o aquecimento dos soros de origem
bovina, humana, suína e outras, a 56°C duran-
te 30 min, inativa os micoplasmas3.



Como este tipo de contaminantes não altera,
necessariamente, a morfologia ou a cinética de
multiplicação celular13,15; somente testes especí-
ficos possibilitam sua detecção, tais como o cul-
tivo direto, a utilização de precursores radioati-
vos pelas células infectadas, os testes enzimáti-
cos, a coloração com anticorpos fluorescentes
ou com corantes citoquímicos fluorescen-
tes10,16,23,25,32 e outros. É importante que, ao se-
rem usadas, as culturas celulares estejam livres
de micoplasmas porque os resultados de vários
tipos de experimentos, quando realizados com
células que os contém, devem ser avaliados com
cautela4,20, por carecerem de confiabilidade.
Uma vez identificadas as culturas celulares con-
taminadas, sua substituição por outras livres de
micoplasma é altamente recomendável, já que
seu manuseio, juntamente com culturas não
contaminadas, geralmente ocasiona a dissemi-
nação deste microrganismo.

O presente estudo teve por objetivo investi-
gar, no período de abril de 1983 a abril de 1988,
o nível de contaminação por micoplasma exis-
tente em culturas celulares mantidas em labora-
tórios oficiais e particulares, com finalidades de
pesquisa, diagnóstico, produção de prepara-
ções-referência e produção e controle de vaci-
nas a vírus.

MATERIAL E MÉTODO

Células pesquisadas — Pertencentes a 29 li-
nhagens celulares originárias de diferentes espé-
cies animais, 106 amostras de culturas foram
submetidas a testes visando o isolamento de mi-
coplasma. Elas foram provenientes de sete la-
boratórios*. Em alguns casos, uma mesma li-
nhagem foi recebida de mais de um laboratório
e/ou foi testada em passagens diferentes. As es-
pécies estudadas e seus respectivos tecidos de
origem foram os seguintes:

1. Humana: KB (carcinoma epidermoide oral);
HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe);
HeLa (carcinoma epidermoide de cervix);
HL e MRC-5 (pulmão de feto); WISH e
AV-3 (amnion); RH (rim).

2. Cão: MDCK (rim).
3. Coelho: SIRC (córnea); RK-13 e RC (rim).
4. Camundongo: A-31 (embrião); Y-1 (tumor

adrenal); NCTC-929 (tecido conectivo);

X-63 e SP-2 (mieloma); L-929 e McCoy (fi-
broblasto).

5. Hamster: BHK-21 (rim).
6. Macaco: LLC-MK2 (rim de Rhesus — Maca-

ca mulatta); Vero, BS-C-1, BGM e GMK2
(rim de macaco verde • Cercopithecus aet-
hiops).

7. Porco: PK-15 (rim).
8. Galinha: CER (embrião de pinto).
9. Boi: DBT (tecido diplóide); RV (rim de vite-

la).

As culturas foram recebidas de seus respecti-
vos laboratórios em garrafas de cultura, for-
mando monocamadas confluentes, ou em sus-
pensão, ainda contidas nas ampolas de congela-
ção. Foram então congeladas e descongeladas
dez vezes no próprio recipiente, antes de serem
semeadas nos meios de isolamento. O cultivo
das células em meio sem antibióticos, em pelo
menos duas passagens antes do teste, é reco-
mendável porque eles favorecem a formação de
colônias de bactérias de forma "L" que, por se
assemelharem às colônias de micoplasma, difi-
cultam sua detecção. Todavia, muitas-das
amostras foram recebidas em meio com anti-
bióticos.

Teste de detecção de micoplasma — Os testes
foram realizados pelo método de cultivo direto,
em anaerobiose, com a utilização do sistema
Gaspak em jarras de policarbonato (Marca
BBL), para fornecer o hidrogênio e o dióxido
de carbono necessários ao isolamento. Um indi-
cador específico de anaerobiose foi usado para
a constatação desta condição9.

Alíquotas de 0,5 ml da suspensão previamen-
te congelada e descongelada de cada uma das
amostras de células foram inoculadas em dois
tubos de ensaio (13 x 130 mm), contendo 4 ml
de meio líquido para micoplasma (Bacto-PPLO
Broth w/o c.v. — DIFCO), suplementado com
20% de soro de cavalo e 10% de extrato de leve-
dura9. Inicialmente, ao meio de um destes tubos
foi adicionado 0,5% de glicose para ter seu de-
sempenho comparado ao do segundo tubo,
isento de glicose. Após incubação a 36,5°C, em
anaerobiose durante 7 dias, o conteúdo de cada
tubo foi repicado para novo meio líquido, as-
sim como para meio sólido contendo ágar puri-
ficado (Purified Agar OXOID), suplementado
com 20% de soro de cavalo e 10% de extrato de

* Esses laboratórios pertencem às seguintes instituições: Instituto Butantan, Instituto "Adolfo Lutz", Instituto Biológi-
co, Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, Companhia de Tecnologia
e Saneamento Ambiental (CETESB), Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo e Instituto de
Química da mesma Universidade.



levedura9, distribuído em placas de Petri de 4,5
cm de diâmetro. As placas contendo meio sóli-
do foram inoculadas com 0,3 ml e os tubos con-
tendo meio líquido com 0,5 ml do inoculo. O
procedimento descrito foi repetido por oito
passagens sucessivas, sendo a incubação das
placas e tubos feita em jarras de anaerobiose, a
36,5°C. Leituras das placas foram feitas no 3.°,
7.°, 14.° e 20.° dia, considerando-se como positi-
vas aquelas em que se evidenciaram colônias de
micoplasma do tipo ovo frito. Nos casos em
que ocorreram dúvidas quanto a essa morfolo-
gia, elas foram submetidas à coloração de Die-
nes9.

Controle positivo de micoplasma — A cepa
USA-38502/56 de Mycoplasma gallisepticum*
foi usada como inóculo para o preparo do mi-
coplasma controle, lote-trabalho, a ser liofiliza-
do. Para tal, 100 ml de caldo PPLO foram ino-
culados com 6 ml da 8.a passagem da cepa, com-
provadamente positiva. Após 7 dias de incuba-
ção em anaerobiose, a cultura em suspensão foi
centrifugada a 30.000 g durante 30 min em cen-
trífuga SORVALL, modelo RC2-B, refrigera-
da. O sedimento, ressuspenso em 10 ml de cal-
do acrescido de 10 ml de soro de cavalo, foi ali-
quotado em frascos (0,5 ml cada um). Após
congelamento a -70°C por 24 h, foi liofilizado,
selado e novamente estocado a -70°C. A libera-
ção do lote-trabalho só ocorreu após a avalia-
ção da viabilidade do produto liofilizado, por
reconstituição e semeadura.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na Tabela 1 são apresentados dados referen-
tes às 106 amostras de culturas de células sub-
metidas a testes de detecção de micoplasma.
Deste total, 48 apresentaram-se positvas, o que
representa índice de contaminação elevado
(45,28%) quando se consideram os efeitos ne-
gativos que o uso de tais culturas pode acarre-
tar, pois causam alterações de vários tipos, po-
dendo até interferir com a replicação viral, o
que não pode ocorrer com células usadas em vi-
rologia. Foram testados 29 tipos de linhagens
celulares. Destas, oito eram de origem humana
e foram submetidas a 35 testes, dos quais 18
apresentaram-se positivos (51,43%). Com as 21
linhagens remanescentes, originárias de outras
espécies animais, foram realizados 71 testes,
sendo 30 positivos (42,25%).

A Tabela 2 apresenta dados que permitem
correlacionar o número de passagens seriadas
necessárias para o isolamento de micoplasmas à
percentagem de positividade obtida nos testes
das 106 amostras de culturas celulares, conside-
radas na pesquisa.

Considerando as 48 amostras de células que
se revelaram portadoras de micoplasma, verifi-
cou-se que esta positividade foi determinada
com número de passagens seriadas inferior ao
que havia sido estabelecido para este estudo.
Na Tabela 2 consta que 72,92% das amostras se
positivaram com o aparecimento de colônias tí-
picas em meio sólido no segundo repique,
20,83% no terceiro, 6,25% no quarto, e nenhu-
ma do quinto ao oitavo repique. Como 4 passa-
gens seriadas foram suficientes para evidenciar
a presença do micoplasma, a proposta preli-
minar de se submeter cada amostra a 8 passa-
gens poderá, de agora em diante, ser modifica-
da para apenas 5, do que resultarão economia
de tempo, de meios de cultura e de outros rea-
gentes de preço elevado. Aplicada a este estudo,
teria significado uma diminuição do número de
passagens seriadas de 848 para 530, e do tempo
de execução de cada teste, de 8 para 5 semanas.
Poderá ser assegurada maior margem de segu-
rança para este tipo de teste prolongando-o até
6 passagens.

A adição de glicose ao meio líquido não in-
fluenciou os resultados dos isolamentos, indi-
cando que os micoplasmas presentes nas células
estudadas não necessitaram de meios mais enri-
quecidos para o seu desenvolvimento.

Para fazer face ao elevado índice de contami-
nação de células por micoplasma, os laborató-
rios que trabalham com culturas celulares deve-
riam adotar técnicas mais eficientes de assepsia,
realizar cuidadosa desinfecção do local de tra-
balho e estimular seus técnicos a apresentarem
bom nível de higiene pessoal pois, comprovada-
mente, o micoplasma faz parte da microbiota
oral humana33, sendo responsável por 42% das
contaminações celulares, como foi demonstra-
do em laboratórios americanos2. A pipetagem
bucal deve ser completamente abolida e a utili-
zação de capelas de fluxo laminar ou de áreas
providas de filtros de ar, de elevada eficiência,
também poderão contribuir para diminuir o ris-
co de contaminação.

O desenvolvimento da presente pesquisa re-
velou que, embora a maioria dos usuários de
culturas celulares esteja ciente do sério proble-
ma representado pelos micoplasmas9,17,20,29, um

* Cepa cedida pelo Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de
São Paulo.
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número menor do que se previra se interessou
em saber se suas culturas estavam contamina-
das ou não, colaborando com o envio de amos-
tras de culturas. Alguns preferiram omitir-se,
deixando de enviar amostras, talvez receando
alguma repercussão negativa caso os testes vies-
sem a revelar a presença do microrganismo. O
número de 106 amostras coletadas num período
relativamente longo, (1983-1988) é significativo
e reforça estas considerações.

A técnica adotada demonstrou ser prática e
efetiva para a detecção de micoplasmas presen-
tes em células cultivadas "in vitro". Sua im-
plantação em caráter de rotina é, pois, reco-
mendada para laboratórios cujo trabalho de-
pende do uso de culturas celulares, aos quais in-
teressam dados experimentais ou de produção,
não comprometidos pela presença destes conta-
minantes.
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ABSTRACT: Mycoplasma is one of the most serious contaminants of cell cultures. Its detection is
very important in virology, as well as its eradication. The aim of this study was to verify the incidence of
mycoplasma in cell lines maintained in seven laboratories of private, government and college institutions
of the State of São Paulo, Brazil, for the purposes of research, production of reagents for diagnosis and
production of biologicals for human and animal use. Of the 29 cell lines, eight were derived from human
tissues and 21 from other animal species (dog, rabbit, mouse, hamster, monkey, pig, chicken and ox).
Using the direct method with specific liquid and solid media for detection of mycoplasma, 48 out of the
106 cell samples tested were positive, corresponding to a contamination index of 45.28%. The incidence
of contamination among the 35 cell samples of human origin was 51.43% (18 positive). Of the 71 samples
originated from other species, 30 were positive (42.25%). The high incidence of contamination found
calls for the adoption of measures for the prevention of this hazard: the elimination of mouth pipetting,
the use of aseptic techniques and a rigid control of trypsin, serum and other components of cell culture
media. The substitution of mycoplasma-free cultures for all contaminated ones and the performance of
periodical tests for mycoplasma detection must also be carried out to prevent and avoid the dissemination
of these organisms. Data obtained showed that contamination appeared in the 2nd (72.92%), in the 3rd

(20.83%) and in the 4th passage (6.25%). By using this technique, five passages are sufficient to detect
mycoplasma and allow a safety margin, thus shortening the length of the test, saving reagents and
providing satisfactory and reliable results. If a similar study were carried out establishing five as the
number of serial passages for each mycoplasma detection test, the original number of passages would be
reduced from 848 to 530 and the time spent on the test would be reduced from eight weeks to five.

KEYWORDS: Cells, cultured. Contamination, prevention. Mycoplasma, isolation.
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