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Mykoplasmen - Kontaminationen in Zellkulturen

1 Einleitung

Kreuzkontaminationen und Kontaminationen mit Mykoplasmen gehoren zu den haufigsten Proble-
men in der Zellkulturtechnik. Eine regelmafige Testung der Zellkulturen und die Einhaltung der
Regeln der guten Zellkulturpraxis sind daher von grof3er Bedeutung flr ein sicheres Arbeiten mit
Zellkulturen. Nach der TRBA 468 [1] sowie den Richtlinien der ,Guten Laborpraxis/Zellkulturpraxis*
wird empfohlen, Zellkulturen mindestens alle 3 Monate auf Mykoplasmen - Kontaminationen zu Uber-
prifen und grundsatzlich eine raumliche Trennung von kontaminierten und sauberen Kulturen ein-
zuhalten.

Auch im Rahmen von gentechnischen Arbeiten mit Zellkulturen ist von den Betreibern regelmafiig
zu prifen, ob die Zelllinien Organismen hoéherer Risikogruppen enthalten und/oder abgeben konnen.

Mykoplasmen sind sehr kleine (< 0,2 um @), parasitierende Bakterien. Einige Arten kdnnen bei Men-
schen und Tieren Krankheiten hervorrufen und werden deshalb der Risikogruppe 2 zugeordnet [1].
Durch die chronische Infektion mit Mykoplasmen kdnnen auf3erdem Funktionstiichtigkeit, Stoffwech-
sel und Wachstum sowie immunologische und biochemische Eigenschaften der im Labor verwen-
deten tierischen und humanen Zellkulturen beeintrachtigt werden.

Etwa 15-35% aller tierischen und humanen Zellkulturen sind erfahrungsgeman mit Mykoplasmen
infiziert; auRer M. orale (Risikogruppe 1) gehoren alle der nachgewiesenen Mykoplasmen zur Risi-
kogruppe 2 [2, 3].

2 Nachweisverfahren

Fir die Uberprufung von Zellkulturen auf Mykoplasmen eignen sich kommerzielle Kitsysteme oder
auch veroffentlichte PCR-Verfahren. Das inzwischen als Amtliche Methode nach §28b Gentechnik-
gesetz [4] veroffentlichte Multiplex-PCR-Verfahren nach Uphoff et al. 2002 [3], welches auch routi-
nemafig im Rahmen der Gentechnikiilberwachung vom niedersachsischen Uberwachungslabor ein-
gesetzt wird, basiert auf der spezifischen Amplifikation eines DNA-Abschnitts des Mykoplasma-16S
rRNA-Gens. Damit kdnnen Zellkulturen auf die Anwesenheit der relevanten Mykoplasmenspezies
und auf Acholeplasma laidlawii hin untersucht werden.

3 Mallnahmen

Neben der beschriebenen grundsatzlichen Problematik hat die Kontamination einer Zellkultur mit
Mykoplasmen mdglicherweise Auswirkungen auf den rechtskonformen Umgang im jeweiligen Labor.
So muss bei einer Kontamination von Zelllinien mit Mykoplasmen der Risikogruppe 2, die im Rah-
men von gentechnischen Arbeiten als Empfangerorganismen verwendet werden, in einer gentech-
nischen Anlage der Sicherheitsstufe S1 sichergestellt werden, dass bei den nachfolgenden Arbeiten
(Behandlung der Zelllinien oder Inaktivierung) nach Bekanntwerden der Kontamination auf jeden
Fall die Schutzstufe 2 gemalf Biostoffverordnung eingehalten wird. Die Behandlung der mit Biostof-
fen der Risikogruppe 2 kontaminierten Zelllinien mit Antibiotika oder die Inaktivierung ist nach TRBA
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100 [5] als nicht-gezielte Tatigkeit anzusehen und nach Biostoffverordnung damit nicht anzeige-
pflichtig. Die Arbeiten durfen jedoch nur in Laboren unter Berlcksichtigung der fur Schutzstufe 2
erforderlichen MaRnahmen durchgefuhrt werden.

Gezielte Arbeiten mit den mit Biostoffen der Risikogruppe 2 kontaminierten Zelllinien sind dagegen
anzeigepflichtig nach 8§16 Abs.1 (1a) Biostoffverordnung.

Zur Veranschaulichung der Verfahrensweisen in gentechnischen Laboren der Sicherheitsstufen S1
und S2 bei Kontamination mit Biostoffen der Risikogruppe 1 bzw. 2 dient das nachstehende Fliel3-
schema.

Abbildung 1: FlieBschema zu den Handlungsoptionen im Falle von Mykoplasmen-befallenen Zellkulturen in
gentechnischen Anlagen

GenTSV = Verordnung Uber die Sicherheitsstufen und SicherheitsmaRnahmen bei gentechnischen Arbeiten in
gentechnischen Anlagen;
BioStoffV = Verordnung tiber Sicherheit und Gesundheitsschutz bei Tatigkeiten mit Biologischen Arbeitsstoffen
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