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Анотація. Мікоплазми - найменші та найпростіші прокаріоти, які локалі-
зуються в ендосомах клітин ссавців та є досить поширеними забруднювачами 
клітинних культур. У роботі нами було ідентифіковано мікоплазмову інфекцію 
в клітинній культурі лінії BR раку молочної залози людини методом фазово-
контрастної і флуоресцентної мікроскопії з фарбуванням 4,6-діамідино-2-
феніліндолом (DAPI), який має афінність до ДНК ядра. Інфіковані мікоплазмою 
клітини раку молочної залози мають підвищену гранулярність (фазово-
контрастна мікроскопія), а за використання флуоресцентної мікроскопії, 
ДНК мікоплазм виглядає як флуоресценціюючі плями, що сконцентровані в 
цитоплазмі інфікованих клітин та поза ними. Показано, що мікоплазмове 
забруднення не впливає на кількість пухлинних клітин у культурі, проте, 
імовірно, може впливати на перебіг їх фізіолого-біохімічних функцій. Для лікування 
мікоплазмової інфекції у культурі клітин було застосовано два антибіотики: 
тіамулін (група макролідів) і міноциклін (група тетрациклінів) в концентрації 5 
мМ кожного. Ефективність комбінованої антибіотикотерапії мікоплазм була 

ІДЕНТИФІКАЦІЯ МІКОПЛАЗМОВОЇ КОНТАМІНАЦІЇ 
У КУЛЬТУРІ КЛІТИН 
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Вступ. 

Контамінація мікоплазмами ста-
новить значну проблему в роботі з 
культурами клітин різного гістогене-
зу через їх малий розмір та швидку 
інвазивність, що утруднює ідентифі-
кацію та елімінацію (Jung H. et al., 
2003; Lawson-Ferreira R. et al., 2021; 
Uphoff C.C. et al., 2014; Uphoff C.C. 
et al., 1992). Основні джерела мікоп-
лазмового забруднення є різнома-
нітні за природою та походженням, 
починаючи від персоналу і закінчу-
ючи матеріалами та обладнанням, що 
використовуються при роботі з куль-
турами клітин, тому дослідження ме-
тодів боротьби з мікоплазмовою кон-
тамінацією у культурі клітин різного 
гістогенезу є наразі досить актуаль-
ним (Coté R., 2001; Ligasová A. et al., 
2019; Nikfarjam L. et al., 2012; Yin Z.F. 
et al., 2019).  

Культури клітин різного похо-
дження інтенсивно використовуються 
у сучасних наукових і діагностичних 
дослідженнях та клітинній біології 
(Carthew J. et al., 2021; Regent F. et al., 
2019; Work T.S. et al., 1980), при біо-
технологічному виробництві вакцин 
і біологічно активних речовин (Work 
T.S. et al., 1980), для підтримки гено-
фонду рідкісних і вимираючих видів 
тварин і рослин (Fay M.F., 1992), для 
тераностики спадкових захворювань 
(McNerney M.P. et al., 2021)[11], є 
об’єктами для скринінгу біологічної 
активності нових хімічних сполук 
з фармацевтичними властивостями 
тощо (Peng W. et al., 2017).

Загрозою для ведення клітин у 
культурі in vitro є контамінація чу-
жорідними мікроорганізмами, які 
впливають на результати досліджень, 
ускладнюють оцінку та порівняння 
результатів, а також на біологічні вла-
стивості клітин (Cando-Dumancela C. 
et al., 2021; Uphoff C.C. et al., 2014). 
Таке біологічне зараження у культу-
рі клітин переважно виникає внас-
лідок неналежних асептичних умов 
проведення досліджень in vitro. Най-
більш поширеними біологічними 
забруднювачами є бактерії, грибки, 
віруси та мікоплазми (Coté R., 2001; 
Timenetsky J. et al., 2006). 

Мікоплазми – це рід мікробакте-
рій розміром близько 0,2 мкм, для 
яких характерна відсутність клітин-
ної мембрани, паразитування на різ-
них видах тварин і рослин, а також 
їх клітинах (Ahangaran S. et al., 2019; 
Jung H. et al., 2003; Nikfarjam L. et al., 
2012; Pastore M. et al., 1995). Через 
відсутність клітинної стінки мікоп-
лазми набувають резистентності до 
дії антибіотиків та антибактеріальних 
препаратів, зокрема пеніциліну та 
стрептоміцину (Doyle M. et al., 2020; 
Uphoff C.C. et al., 2012; Uphoff C.C. 
et al., 1992; Uphoff C.C. et al., 2002). 
Мікоплазма впливає на фенотипо-
ві та функціональні характеристики 
клітин in vitro, зокрема обумовлюю-
чи хромосомні аберації, порушення 
синтезу нуклеїнових кислот, зміни 
антигенності мембран, інгібування 
клітинної проліферації та метаболіз-
му, зниження швидкості трансфек-
ції, зміни у профілях експресії генів 

підтверджена мікроскопічним методом. Запропонована схема деконтамінації 
культури клітин раку молочної залози комбінованими антибіотиками дозволяє 
повністю знищити мікоплазмову інфекцію у культивованих клітинах. 

Ключові слова: культура клітин, мікоплазма, контамінація, ідентифікація.
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і загибель клітин (Yin Z.F. et al., 2019; 
Young L. et al., 2010; Yu T. et al., 2016). 

Наразі не існує ефективного та 
адаптованого методу ерадикації мі-
коплазм. Найбільш поширеними є фі-
зичні (автоклавування), хімічні (об-
робка детергентами), імунологічні 
(використання специфічних антиси-
роваток) та хіміотерапевтичні (анти-
біотики) методи боротьби з мікоплаз-
мовою контамінацією у клітинних 
культурах (Borup-Christensen P. et al., 
1988; Coté R., 2001; Doyle M. et al., 
2020; Jung H. et al., 2003; Nikfarjam L. 
et al., 2012; Uphoff C.C. et al., 2014). 

Найбільш дієвим методом еліміна-
ції мікоплазм є введення у культураль-
не середовище інкубування клітин 
антибіотиків, ефективність дії яких 
може становити від 66 до 85% (Jung 
H. et al., 2003; Uphoff C.C. et al., 2012). 
Для лікування інфікованих мікоплаз-
мою клітин широко використовують 
такі антибіотики як хінолони, тетра-
цикліни та макроліди. Тетрацикліни і 
макроліди діють за рахунок блокуван-
ня синтезу білка, гальмуючи процес 
трансляції в рибосомах, а хінолони 
пригнічують реплікацію ДНК мікоп-
лазми. Доведено, що ефективним є 
використання кількох антибіотиків з 
різними механізмами бактерицидної 
дії (плазмацин) (Borup-Christensen 
P. et al., 1988; Doyle M. et al., 2020; 
Uphoff C.C. et al., 2012; Uphoff C.C. et 
al., 2002). Використання антибіотиків 
може супроводжуватись цитотоксич-
ною дією та зниженням життєздат-
ності хронічно інфікованих клітин у 
культурі, проте зазвичай не викликає  
постійних змін еукаріотичних клітин 
(Uphoff C.C. et al., 2002). 

Необхідною умовою боротьби 
з мікоплазмовою контамінацією є 
проведення регулярного контролю і 
перевірки клітин, та у випадку їх за-

бруднення – негайної ідентифікації й 
лікування (Timenetsky J. et al., 2006; 
Uphoff C.C. et al., 2013). Для визна-
чення повторної мікоплазмової кон-
тамінації в клітинних культурах, слід 
провести якісний тест на мікоплазму. 
Клітини повторно перевіряються у 
культуральному середовищі, що не 
містить антибіотиків, принаймні че-
рез чотири-шість пересівів.

Метою дослідження було іден-
тифікувати мікоплазмове забруднен-
ня у культурі клітин раку молочної 
залози людини та з’ясувати ефектив-
ність комплексного використання ан-
тибіотиків різних груп для лікування 
уражених клітин 

Матеріали і методи 
дослідження. 

Культивування клітин. У роботі 
було використано лінію клітин BR 
раку молочної залози людини. Кліти-
ни культивували у середовищі DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
- high glucose, Sigma, США) за при-
сутності 10 % ембріональної телячої 
сироватки (ЕТС), 2 мМ L-глутаміну в 
зволоженій атмосфері з 5 % СО2 при 
37 °С. Клітини пересівали через кож-
ні 72 год шляхом розведення клітин 
у культуральному середовищі у спів-
відношенні 1:5. Обробку трипсином 
(1:10 в фосфатно-сольовому буфері) 
використовували для субстрат-залеж-
них клітин.

До суспензії уражених клітин од-
ночасно вносили два антибіотики: 
тіамулін (група макролідів) і міно-
циклін (група тетрациклінів). Кон-
центрація антибіотиків в середовищі 
становила 5 мМ тіамуліну і 5 мМ мі-
ноцикліну.

Виживаність клітин. Кількість 
живих/мертвих клітин підраховували 
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у камері Горяєва за допомогою світ-
лового мікроскопу Olympus „СКХ 
41SF” (Японія) з використанням 0,4 
% розчину вітального барвника три-
панового синього, який зафарбовує в 
синій колір мертві клітини з пошко-
дженою мембраною, тоді як живі 
клітини залишаються незабарвлени-
ми (Strober W., 2015). Морфологічні 
ознаки клітин оцінювали візуально 
за використання фазово-контрастної 
мікроскопії. 

Фарбування клітин барвником 
DAPI та флуоресцентна мікроско-
пія. Клітини (100×103 на лунку) ви-
сівали у 6-ти лунковий планшет 
(GreinerBioOne, ФРН) на скельця у 
культуральному середовищі, яке мі-
стило 10 % ЕТС. Через 24 години клі-
тини двічі промивали у PBS (pH 7,4), 
фіксували (100 мкл формаліну, 10 
мкл Triton Х-100 на пробу) упродовж 
15 хв за кімнатної температури, фар-
бували барвником DAPI (4’,6-диамі-
но-2-феніліндол) у кінцевій концен-
трації 1 % упродовж 5 хв та знову 
двічі промивали у PBS (pH 7,4). На 
предметне скло з клітинами та по-
кривне скло наносили спеціальне се-
редовище GelMount (Sigma, США) для 
тривалого збереження флуоресценції. 
Цитоморфологічне дослідження про-
водили з використанням флуоресцент-
ного мікроскопу Carl Zeiss AxioImager 
A1 (Carl Zeiss, Gottingen, ФРН) та зраз-
ки фотографували цифровою фотока-
мерою (Canon, Японія).

Статистична обробка отрима-
них результатів дослідження. Статис-
тичну обробку результатів досліджень 
проводили загальноприйнятими ме-
тодами варіаційної статистики, зо-
крема за допомогою t-тесту, одно- та 
двофакторного дисперсійного аналізу 
(one-/two-way ANOVA). Відмінність 
показників при значеннях р≤0,05 

вважалась статистично значущою 
(Prylutskyi Yu.I. et al., 2017). Досліди 
проводили мінімум у трьох парале-
лях у кожному з варіантів. Побудову 
графіків та обробку даних здійсню-
вали за допомогою програм Microsoft 
Exсel 2010 та GraphPad Prism 7. Отри-
мані результати наведені у вигляді се-
реднього арифметичного значення та 
середньоквадратичного відхилення 
(М±SD). 

Результати дослідження  
та їх обговорення.

Мікоплазми у культурах клітин 
можна виявити після фарбування 
флуоресцентним барвником, зокрема 
DAPI (4’,6-диамідіно-2-феніліндол), 
який зв’язується з ДНК ядра (Coté R., 
2001).Оскільки мікоплазми містять 
ДНК, відповідно після фарбування 
афінним до ядра флуоресцентним 
барвником, можна візуалізувати не-
великі точкові сигнали флуорес-
ценції, які можуть концентруватися 
всередині/на поверхні клітини, а 
також у культуральному середови-
щі (Borup-Christensen P. et al., 1988). 
Тому, флуоресцентна мікроскопія за 
використання ядерно-афінних барв-
ників, таких як DAPI, є ефективним 
методом ідентифікації мікоплазм у 
культурі клітин. 

Клітини BR (рис. 1) до (1-2) та піс-
ля (3-4) комбінованої обробки антибі-
отиками 5 мМ тіамуліну і 5 мМ міно-
цикліну культивували на предметних 
скельцях, після чого забарвлювали 1 
мкг/мл DAPI в метанолі та досліджу-
вали за допомогою фазово-контраст-
ної (1 і 3) та флуоресцентної (2 і 4) 
мікроскопії при 400-кратному збіль-
шенні. 

Зображення фазово-контрастної 
мікроскопії (рис. 1) клітин BR показа-
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ли, що інфіковані мікоплазмою кліти-
ни (1) мають щільнішу та підвищену 
гранулярність, порівняно з неінфіко-
ваними клітинами. На зображеннях 
флуоресцентної мікроскопії (рис. 1 
(1)) - жовті стрілки) ДНК мікоплазм 
має вигляд флуоресценціюючих 
плям, що сконцентровані в цитоп-
лазмі інфікованих клітин. Зеленими 
стрілками на рис. 1 (1) позначено ви-
вільнення мікоплазми з клітин хазяї-
на. Уражені мікоплазмою клітини BR 
характеризувалися низькою мітотич-
ною активністю. 

Нами також було оцінено кількість 
життєздатних клітин BR в здоровій та 
інфікованій мікоплазмами культурі з 
використанням вітального барвника 
трипанового синього. Встановлено, 

що кількість життєздатних здорових 
і заражених мікоплазмою клітин в 
культурі через 24, 48 та 72 год інкуба-
ції суттєво не відрізнялась (табл. 1). 

Тобто, отримані результати свід-
чать, що мікоплазмове забруднення 
не впливає на кількість пухлинних 
клітин у культурі, однак може впли-
вати на перебіг фізіолого-біохімічних 
функції (Coté R., 2001; Uphoff C.C. et 
al., 2014; Uphoff C.C. et al., 2012), що 
потребує подальших досліджень.

Контрольне дослідження інфіко-
ваних мікоплазмою клітин BR після  
комбінованої обробки антибіотиками 
тіамулін і міноциклін в концентрації 
5 мМ кожного за використання фазо-
во-контрастної і флуоресцентної мі-
кроскопії та барвником DAPI (рис.1 

Рис. 1. Зображення інфікованих мікоплазмою клітин BR за допомогою 
фазово-контрастної (1 і 3) та флуоресцентної (2 і 4) мікроскопії після 
фарбування DAPI: (1 i 2) – клітини до обробки, (3 і 4) клітини після 

обробки антибіотиками
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(3,4)) свідчить про повне знешкоджен-
ня мікоплазмової інфекції в культурі 
клітин. Слід зазначити, що введення 
комбінації цих антибіотиків в куль-
туральне середовище на мало впливу 
на показник виживаності інфікованих 
мікоплазмою клітин BR.

Висновки та перспективи.

Для ефективного запобігання кон-
тамінації мікоплазмами в культурах 
клітин різного гістогенезу важливим 
є суворе дотримання асептичних 
умов, що включає в себе дотримання 
протоколів підтримки чистоти, сте-
рилізації обладнання та поверхонь, 
а також мінімізацію утворення аеро-
золів, які слугують основним шля-
хом розповсюдження мікоплазми. Як 
ефективний спосіб деконтамінації 
за умов in vitro пропонується вико-
ристання комбінації антибіотиків ті-
амулін і міноциклін, які ефективно 
знешкоджують мікоплазми, що дове-
дено на культурі клітин лінії BR.
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Abstract. Mycoplasmas are the smallest and simplest prokaryotes wich were found in the 

endosomes of mammalian cells. They are widespread contaminants in cell cultures. It was 
identified a mycoplasma infection in a human breast cancer cell line. It was used fluorescence 
microscopy and nuclear affinity 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining. For the treatment 
of mycoplasma infection in cell culture, two antibiotics of the macrolide series (Tiamulin) and 
tetracyclines (Minocycline) was used. The effectiveness of combined antibiotic therapy against 
mycoplasmas has been proven, which was confirmed by the microscopic method. Therefore, 
treatment with combined antibiotics can completely eradicate mycoplasma infection from 
cultured cells.

Key words: cell culture, mycoplasma, contamination, identification.


