- Zellen mit DAPI-Methanol bedecken und 15 Minuten bei
37 °C "inkubieren.

— Anfarbeldsung entfernen.
— Einmal mit Methanol waschen.

— Deckglas umgekehrt auf einen Objekttrager (1 Tfopfen
Glycerin oder PBS dazwischen) legen und unter einem

Fluoreszenzmikroskop mit 340/380 nm Anregungsfilter _

und LP 430 nm Spertfilter untersuchen (z. B. Leitz-Filter-
Kombination: BP 340380, RKB 400, LP 430; Zeiss-Fiiter-
Kombination: BP 365/11, FT 395, LP 337 oder BP 340380,
RKP 400, LP 430). Eine 500fache (40 x 12,5) VergréBerung
ist normalerweise ausreichend, um hell fluoreszierende
Mycoplasmen nachzuweisen. Die besten Ergebnisse er-
zielt man aber mit einem 100 x Olimersions-Objektiv.

Anfiarbung von Suspensionskulturen

- Zellen schonend abzentrifugieren.

— Uberstand entfernen.

N

— Einmal mit DAPI-Methanol waschen.

- Zellen in DAPI-Methanol (Arbeitsldsung 1 ug/ml) suspen-
.dieren und 15 Minuten bei 37 °C inkubieren.

— Zellen schonend abzentrifugieren.
—~ Anfarbelosung absaugen.
— Zellen in wenig PBS resuspendieren.

— Einen Tropfen auf einen Objekttrager geben, mit einem
Deckglas abdecken und unter einem Fluoreszenz-Mikro-
skop betrachten.

Permanente Praparationen

- Anfarben wie oben.

— Anfarbeldsung entfernen.

— Einmal mit Methanol waschen.
— Lufttocknen.

— Praparat in ein geeignetes, das Ausbleichen verhindern-
des Einbettmittel einbetten [z. B. Glycerin/PBS (1:10) mit
4-Phenylendiamin, 2-7 mmol/l, pH 85-9,0 (8)].

Beurteilung

Eine nicht-kontaminierte Zellkultur zeigt nur nukledre Fluo-
reszenz gegen einen dunklen zytoplasmatischen Hinter-
grund. Mitochondriale DNA bindet ebenfalis das Fluoro-
chrom, jedoch in so geringen Mengen, die in der Routine-
Fluoreszenz-Mikroskopie nicht nachweisbar sind. Mycoplas-
men dagegen, die eine ca. 10fach hohere DNA-Konzentration
als Mitochondrien aufweisen, kdnnen leicht als kieine helle
Punkte gegen einen dunklen Hintergrund erkannt werden. Es

cell biology boehringer mannheim

f

entstehen feine Punkte im Zytoplasma und manchmal auch
im interzelluldren Raum (s. Abb. 1). Nicht alle Zellen sind not-
wendigerweise infiziert. Deshalb sollte das ganze Praparat
sorgfaltig gepriift werden, bevor man eine Kultur als nicht-
kontaminiert deklariert.

Um die Analyse an vielen unterschiedlichen Zellen zu er-
leichtern, um sehr niedrige Kontaminationen in resistenten
Zellinien zu entdecken und um potentiell infizierte Seren zu
screenen, ist es empfehlenswert, Indikatorzelien wie z. B. 316
Maus-Embryofibroblasten, Vero-Affenzellen oder MviLu
Nerz-Lungenzelien (9) zu verwenden. Die zu untersuchen-
den Proben werden der Indikator-Zellkultur zugesetzt und
nach einer geeigneten Inkubationszeit wird die Indikator-
Zellinie auf Anwesenheit von Mycoplasmen untersucht.

AbH. 1

DNA-Farbung bei der Zellinie L-929 mit DAPI.

a) Zelikultur mit einer Mycopiasmenkontamination.

b) Volistandige Abwesenheit von Mycoplasmen nach 3 Behandlungs-
e zyklen mit BM-Cyclin* (mit freundlicher Genehmigung von J. Schmxdt
€ Minchen).
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