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Contaminations in animal cell cultures

Summary

Contaminations of in vitro cell cultures constitute a serious threat to research. Infected cell lines may
negatively influence the results of experiments, as well as expose the researchers to problems associated with
the termination of the culture and decontamination of the laboratory. This paper presents the most common
types of contaminations in experiments based on animal cell cultures. The key sign that may indicate infection
is a decreased viability of the cell line and, in many cases, destruction of the cells. Depending on the type of
infection, specific signs can be observed, and different methods for the detection of the infectious agent can be
applied. Typical contaminations include bacterial and viral infections, sprouting fungal and yeasts cultures,
or the presence of mycoplasma, endotoxin, protozoa, and invertebrates. In some cases, cross-contamination
may occur, in which a cell culture is infected by another cell line. The main source of contaminations is an
inappropriate implementation of good laboratory practices by laboratory personnel, as well as the use of non-
sterile reagents, plasticware and CO, incubators. The most common method of fighting cell line infections is the
elimination of the infected cell culture and decontamination of the laboratory. In working with cell cultures,
it is necessary to observe the rules of sterile work and to know the sources and signs of infection to effectively
mitigate the threat.
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Hodowle komoérkowe in vitro znalazty szerokie
zastosowanie w biotechnologii, farmacji oraz medycy-
nie, gdzie stanowig gtowne narzedzie do badan (1, 24,
27). Do tych celow wykorzystywane sg odpowiednio
przygotowane 1 wyprowadzone z roznych tkanek linie
komorkowe, zawierajace dzielace si¢ komorki, pocho-
dzace z wielokomodrkowego organizmu (49). Linie
komoérkowe powstaja na bazie hodowli pierwotnych,
tworzonych z komorek 1 tkanek pobranych bezpo-
srednio od osobnika i1 przeniesionych do sterylnego
naczynia hodowlanego (30). Prowadzac hodowlg in
vitro, nadrzgdnym celem jest utrzymanie zywotnosci
1 odpowiedniej liczebnosci komorek oraz zapobiega-
nie kontaminacjom (49). Zapewnienie ciggtosci linii
komorek adherentnych mozliwe jest dzigki regularnym
pasazom przez oddzielanie komorek od podtoza za
pomoca trypsyny, proteazy lub srodka chelatujacego,
a nastepnie rozdzielenie ich do naczyn hodowlanych.

D Praca wykonana w ramach projektow badawczych NN311 558640 pt.
~Analiza mutacji SNP w obr¢bie genow kandydujacych zwigzanych z nieswoista
i swoistg odpowiedzig immunologiczng u kur” oraz UMO-2013/11/B/NZ9/00783
pt. ,,Szlak sygnalizacji TLR aktywowany synbiotykiem miarg poprawy parame-
trow odpornosci u kurczat”.

Komoérki nieadherentne, rosngce w zawiesinie, roz-
dzielane sg do nowych naczyn hodowlanych zawie-
rajacych swieze podtoze (30). Komorki ssakow maja
ograniczong zdolnos¢ do mnozenia si¢ w hodowli in
vitro. Aby op6zni¢ procesy starzenia, a takze przysto-
sowac¢ komorki do dlugotrwatych hodowli, stosuje si¢
modyfikacje komorek z wykorzystaniem gendw wiru-
sowych. Tym samym pozyskuje si¢ linie komérkowe,
ktore odznaczajg si¢ statg proliferacjg identycznych
komorek. Produkty gendw wirusowych blokujg bialka,
takie jak p53 czy Rb, hamujace cykl komorkowy, przez
co mozliwe sg nieskonczone podziaty komoérkowe (30,
36, 49). Odpowiednio zachowang lini¢ komodrkowa
mozna uzna¢ za bardzo uproszczony model zywego
organizmu w badaniach in vitro (43, 49).

W 1907 r. Ross Harrison opublikowat krotki artykut
informujacy o innowacyjnej technice utrzymywa-
nia zywotnosci komorek poza organizmem zywym.
Zrodtem powstania idei hodowli komorkowych byty
obserwacje komorek nerwowych zaby 1 wzrostu ich li-
czebnosci w okresie kilku tygodni (18). Wielu naukow-
cow juz we wezesniejszych latach podjeto si¢ hodowli
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komorek w warunkach in vitro, jednak niepokonana
barier¢ stanowity problemy z utrzymaniem sterylno-
$ci, nawracajace zakazenia oraz brak odpowiednich
narzedzi hodowlanych. Dopiero wprowadzenie przez
Harrisona chirurgicznych technik utrzymania asep-
tycznosci przy pobieraniu materiatu i prowadzeniu
hodowli stato si¢ przetomowym momentem w historii
hodowli in vitro (19).

Mimo uplywu lat i znacznego rozwoju metod
utrzymywania sterylnosci, wielokrotnie dochodzi do
zanieczyszczen hodowli, co prowadzi¢ moze do ko-
niecznosci przerwania badan ze wzgledu na apoptoze
komorek. Niewykryte zakazenia moga réwniez po-
wodowac¢ zafalszowanie wynikdéw oraz generowanie
nieprawidtowego obrazu eksperymentu.

Rodzaje kontaminacji

Gltowna przestanka mogaca $wiadczy¢ o zakazeniu
jest spadek przezywalno$ci hodowli komorkowej, czyli
liczebnosci komoérek zywych w stosunku do komorek
martwych. Czesto dochodzi réwniez do rozpadu ko-
morek. W zalezno$ci od rodzaju kontaminacji, proces
infekcji przebiega w r6znym tempie oraz z odmiennym
skutkiem. Najlatwiejsze do rozpoznania i zwalczenia
sa infekcje widoczne bez uzycia mikroskopu, takie
jak zakazenie grzybami plesniowymi. Do wykrycia
bakterii czy drozdzy, zuwagi na ich niewielki rozmiar,
konieczne jest obrazowanie mikroskopowe, ktore nie
zawsze jest skuteczne. Najpewniejszg metoda detekcji
kontaminacji sg analizy molekularne. Do widocznych
objawow zakazenia zaliczy¢ mozna zmian¢ zabarwie-
nia czerwieni fenolowej zawartej w medium hodowla-
nym z ré6zowej na pomaranczowg lub zo6tta, na skutek
obnizenia pH medium wywotanego metabolicznymi
produktami ubocznymi czynnika infekcyjnego. Czgsto
dochodzi rowniez do silnego zmetnienia medium (31).
Mimo ogdlnych symptoméw, w przypadku kazdego
rodzaju kontaminacji mozna wyrdzni¢ specyficzne
objawy oraz odpowiedni sposob detekcji.

Bakterie

Bakterie, ze wzgledu na niewielkie wymagania,
wszechobecno$¢ i1 szybkie tempo wzrostu, sa jedna
znajczesciej spotykanych kontaminacji kultur komor-
kowych (42). W medium hodowlanym pozbawionym
antybiotyku ich obecnos$¢ zauwazalna jest juz po kilku
godzinach prowadzenia hodowli. W wigkszo$ci przy-
padkéw infekcji mozliwa jest jej detekcja na drodze
obserwacji mikroskopowej. Do widocznych objawow
takiego zakazenia zaliczy¢ mozna: zmiang¢ pH hodow-
li, zmetnienie 1 ostatecznie apoptoze komorek (5).
Czesto podczas prowadzenia hodowli komoérkowej
do medium rutynowo dodawane sg antybiotyki, ktore
najczesciej skutecznie eliminujg niewielkie ilosci
bakterii, zanim dojdzie do ich znacznego namnozenia.
Szczepy bakterii opornych na dany antybiotyk moga
jednak wykazywaé powolny wzrost i powodowacé
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poczatkowo niski poziom infekcji, przez co zakaze-
nie jest niezauwazalne, a detekcja bakterii utrudniona
(42).

W laboratorium Katedry Biochemii i Biotechnologii
Zwierzat UTP szeroko wykorzystywana w badaniach
in vitro jest komercyjna linia komorkowa limfocytow
B (linia DT40) kurczat zakazanych ptasim wirusem
biataczki (48). Z uzyciem tej linii komoérkowej prowa-
dzono stymulacj¢ in vitro ligandami receptorow TLR
(Toll Like Receptors) w celu okreslenia molekularnego
mechanizmu odpowiedzi immunologicznej na antyge-
ny LTA (kwas lipotejchojowy), LPS (lipopolisacharyd)
1 KLH (keyhole limpet hemocyanin) (14). Kolejne
analizy z wykorzystaniem linii komdrkowej DT40
mialy na celu wykazanie zastosowania synbiotykdéw
(prebiotyk i probiotyk) do regulacji ekspresji genow
kurzego uktadu immunologicznego poprzez ekspery-
mentalng stymulacje DT40 kombinacjami prebiotykow
(RFO, inulina oraz Bi2tos) oraz probiotykow (bakterie
Lactococcus lactis ssp. lactis) (44, 45).

W trakcie prowadzenia jednego z doswiadczen
w hodowli komdrkowej wykryto obecnos$¢ bakterii
powodujacej poczatkowo silng proliferacje komorek,
a nastepnie drastyczny spadek przezywalnosci, pro-
wadzacy do ich zamierania. Podczas obserwacji mi-
kroskopowej zauwazono niewielkie, ruchome punkty
0 czarnym zabarwieniu. W zawiesinie komorkowej
zaobserwowano silne zme¢tnienie oraz wahania pH
medium uwidocznione poprzez zmian¢ koloru. Do
zauwazalnych zmian dochodzito po kilkunastu dniach
od zalozenia hodowli, utrzymywanej w inkubatorze
CO, w temperaturze 37°C. Analiza mikrobiologiczna
wykazata obecno$¢ bakterii Achromobacter xylo-
soxidans, ktore charakteryzowaly si¢ opornoscia na
mieszaning antybiotykdw penicyliny i streptomycyny,
profilaktycznie dodawanej do medium RPMI w trakcie
hodowli. Obecnos¢ bakterii w medium hodowlanym
istotnie zafalszowywata wyniki analizy ekspresji ge-
noéw cytokin. W analizie ekspresji genow, wykonanej
przy pomocy reakcji RT-qPCR 1 metody ddCt, wyka-
zane zostato silne podwyzszenie poziomu ekspresji
cytokin prozapalnych (IL-8, IL6, IFN-y, IFN-f) oraz
cytokiny przeciwzapalnej IL-4. Achromobacter jest
Gram-ujemng bakterig o ksztalcie precikow, wystepu-
jaca gltéwnie w wodzie 1 wilgotnej glebie. Optymalna
temperatura jej rozwoju wynosi 37-42°C przy pH
6,5-8,5 (17, 25). Dobrze rozwija si¢ réwniez w tem-
peraturze pokojowej. Gray i wsp. (17) wykazali, ze
skuteczne wyeliminowanie bakterii zhodowli mozliwe
jest poprzez zastosowanie kombinacji dwéch anty-
biotykow — piperacyliny i cyprofloksacyny o stezeniu
10 pg/ml kazdy. Z duza ostrozno$cig nalezy wprowa-
dza¢ do hodowli komérkowej wszelkie antybiotyki.
W przypadku zastosowania innych antybiotykow niz
ustalone w sktadzie medium hodowlanego powinny
zosta¢ wykonane testy kontrolne, by wykluczy¢ ich
toksyczne dziatanie.
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Powazny problem w hodowlach komoérkowych
stanowig wolno rosnace bakterie o niewielkich rozmia-
rach oraz bakterie wewnatrzkomorkowe (42), jak na
przyktad Brucella abortus (12, 20) czy tez Chlamydia
trachomatis (6, 28). Zanieczyszczenie linii komor-
kowej przez wewnatrzkomodrkowe bakterie moze
utrzymywac si¢ w stanie utajonym w nieskonczonosc,
powodujac subtelne i stabo zauwazalne zmiany w za-
chowaniu komorek, ktére moga znacznie rzutowac na
uzyskane w pdzniejszym czasie rezultaty badan (42).

Grzyby plesniowe i drozdze

Kontaminacje pochodzenia grzybowego wystepuja
roOwnie czesto, jak bakteryjnego, co wynika z po-
wszechno$ci tych organizméw, ich zdolnos$ci adapta-
cyjnych oraz duzej tolerancji na warunki otoczenia.
Ze wzgledu na sposob ich wzrostu i rozmiar, obecno$é
zakazen grzybowych jest stosunkowo prosta do wykry-
cia w hodowli. Drozdze zazwyczaj porastajag medium
hodowlane, przez co staje si¢ ono m¢tne, z widocznymi
ktaczkami w zawiesinie. W obrazie mikroskopowym
mozna zaobserwowac okragte komorki drozdzy (42).
Grzyby plesniowe rozrastaja si¢ w podtozu w postaci
strzgpek, a dalszy rozrost grzybni daje si¢ zauwazy¢
w postaci puchatych kepek. Grzyby, ze wzgledu na
wysokg tolerancje, bardzo dobrze przezywaja w kaz-
dym $rodowisku, a warunki panujace w inkubatorze
(37°C, wysoka wilgotnos¢, 5% CO,) oraz skfad me-
dium hodowlanego (dodatek glukozy) sa optymalne
do ich rozwoju (16, 37).

Mykoplazmy

Wsrod zanieczyszcezen hodowli in vitro czynnikami
biologicznymi mykoplazmy stanowig powazny pro-
blem z powodu niskiego wspodtczynnika wykrywal-
nosci oraz znaczacego wptywu na komorki zwierzece
(5). Wzrost mykoplazm moze nastgpowaé w $cistej
wspolpracy ze wzrostem komorek ssaczych, czesto
w sposob utajony przez dlugi czas (40). Infekcja
mykoplazmg postepuje stosunkowo wolno, w po-
réwnaniu do zakazenia bakteriami czy tez drozdzami
(31). Wzrost mykoplazmy nie powoduje widocznego
zmetnienia medium, ktore jest powszechnie zwigzane
z zakazeniem przez bakterie (40). Mykoplazma to
zwyczajowa nazwa prokariotycznej klasy mikroorga-
nizmoéw Mollicutes (26). Pierwszy raz zidentyfikowana
1 opisana zostata w 1956 r. przez Robinsona, ktory po
odkryciu zanieczyszczenia komorek Hela probowat
zbada¢ wplyw obecnosci mykoplazm na prowadzong
hodowle komodrkowa (39). Mykoplazmy sa prostymi
bakteriami, ktore posiadaja wyjatkowe cechy, zdecy-
dowanie odrézniajace je od innych przedstawicieli
grupy organizmow prokariotycznych. Sa znacznie
mniejsze od wigkszo$ci bakterii, co umozliwia prze-
dostawanie si¢ ich przez membrany filtracyjne oraz
wzrost w zawiesinach komorkowych o bardzo duze;j
gestosci, bez widocznych oznak infekcji. Mykoplazmy
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sa najmniejszymi znanymi, samoreplikujagcymi si¢
organizmami, pozbawionymi $ciany komorkowe;j (5,
26, 31). Wigkszos¢ stosowanych w mediach hodow-
lanych antybiotykdéw uszkadza bakteryjng Sciang ko-
morkowa, stad tez mykoplazmy sg catkowicie oporne
na ich dziatanie (5), infekcja ta nie skutkuje jednak
natychmiastowym ani bezposrednim zniszczeniem
hodowli (31). Mimo ze mykoplazmy nie powoduja
zmetnienia medium ani zmiany pH, znacznie wpty-
waja na komorki gospodarza, oddziatujac na ich
metabolizm oraz morfologi¢, wywotujac aberracje
chromosomowe 1 uszkadzajac komorki (5, 26, 42).
Z tego powodu zakazenia mykoplazmami mogg mie¢
istotny wptyw na wzrost i funkcjonowanie komorek,
synteze 1 wydzielanie metabolitow w komorce oraz
ekspresje genéw. Dodatkowo moze doj$¢ do uszko-
dzenia membrany komérkowej, kwaséw nukleinowych
czy organelli wewnatrzkomorkowych, zmian w pozio-
mie biatka oraz w sktadzie bton komdrkowych (13,
21). Dlugotrwate zakazenie komorek mykoplazmami
o pozornie niskiej zjadliwo$ci moze stopniowo wy-
wotywac¢ niestabilno$¢ chromosomowag oraz transfor-
macje nowotworowe, zwigzane ze zwigkszeniem lub
zmniejszeniem poziomu ekspresji wielu genow (40,
47). Obecnos¢ mykoplazm w medium moze zaktocacd
aktywacje limfocytow, indukowac lub thumi¢ ekspresje
cytokin oraz wptywac na transdukcj¢ sygnatéw (13).
Wptywa ona réwniez na réznicowanie i aktywacje
komorek wrodzonej odpowiedzi immunologiczne]
(makrofagdéw, komoérek dendrytycznych, neutrofili
1 komoérek NK — Natural Killers) oraz odpowiedzi
nabytej (limfocyty B i T) (40). Zmiany te skutkuja
znacznym zafalszowaniem ostatecznych wynikow
doswiadczen prowadzonych z wykorzystaniem linii
komorkowych. Do infekcji hodowli komoérkowej moze
doj$¢ miedzy innymi przez wprowadzenie do pozywki
zakazonej surowicy bydlecej, powszechnie stosowanej
w kulturach in vitro (2).

Endotoksyny

Endotoksyny to produkty bakterii Gram-ujemnych,
zawierajace lipopolisacharyd (LPS), bedacy gtownym
komponentem bakteryjnej blony komérkowej (5, 41).
Te czasteczki o wysokiej aktywnosci biologicznej
wystepuja powszechnie w wodzie, surowicach sto-
sowanych do hodowli czy tez innych sktadnikach
dodawanych do medium (5). Bakterie w czasie wzrostu
uwalniajg niewielkie ilo$ci endotoksyn do §rodowiska,
natomiast znaczne ilosci endotoksyn zostaja uwolnione
w momencie ich $mierci (41). W 1984 r. opublikowa-
no po raz pierwszy doniesienie o skutkach obecnos$ci
endotoksyn w hodowli komoérkowej. Juz przy niskim
poziomie endotoksyn zaobserwowano pobudzenie
hodowli leukocytéw do produkcji czynnikow tkanko-
wych, aktywacje mysich makrofagow oraz zahamowa-
nie powstawania mysich kolonii erytoidalnych (9, 41).
Obecno$¢ endotoksyn wywiera ogromny wpltyw na
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komorkowa 1 humoralng odpowiedz immunologiczna
(5). Zdolno$¢ wrodzonego uktadu odpornosciowego
do zainicjowania reakcji na endotoksyny spowodo-
wana jest obecnoscig dwoch biatek: biatka wigzace-
go LPS (LPS Binding Protein — LBP) i CD14 (46).
Rzeczywista rolag LBP jest uwrazliwianie komorek
na obecno$¢ LPS (32). Natomiast funkcja receptora
btonowego CD14 jest silnie powigzana z wrazliwo$cig
na endotoksyny i stanowi niezmiernie istotny element
w czasie prowadzenia hodowli zawierajacych surowice
w sktadzie medium. Jej sktadniki, takie jak LBP czy
kompleks septyny, moga nasila¢ aktywacje komorek
posiadajacych receptor CD14. Niektore hodowle ko-
moérkowe ssakow 1 bezkregowcow wykazuja tolerancje
na endotoksyny (11), jednak znaczaca czg$¢ badan
w uktadzie in vitro wykazata, ze obecnos¢ endotoksyn
wywiera negatywny wpltyw na wzrost i wydajnos¢
kultur komérkowych oraz zaburza przebieg 1 wyniki
eksperymentow (95).

Wirusy

Infekcje wirusowe moga wykazywac znacznie wyz-
szg patogeniczno$¢ niz bakteryjne, a ich identyfikacja
jest trudna i kosztowna. Obecno$¢ wirusa nie skutkuje
widocznymi zmianami w hodowli komorkowej, takimi
jak zmiana pH medium hodowlanego oraz jego zmet-
nienie (5). Niewielki rozmiar wiruséw nie pozwala
na obserwacje¢ w $swietle widzialnym mikroskopu.
Do ujawnienia obecno$ci wirusow w hodowlach in
vitro dochodzi dopiero w momencie, gdy zachodza
zmiany morfologiczne komodrek, wywotane efektem
cytopatycznym (33). Wirusy wykorzystuja gospodarza
do replikacji, przez co leki stosowane do blokowania
ich namnazania mogg wykazywac toksyczny efekt na
hodowane komorki (5), jednak wirusy wykazuja re-
strykcyjne wymagania w odniesieniu do typu komoérek
gospodarza, przez co nie atakuja nieodpowiednich dla
nich hodowli komorkowych. W momencie infekcji
wirusy przejmuja kontrole nad komorka, prowadzac
do jej destrukcji (42). W niektorych przypadkach moze
doj$¢ do zakazenia w postaci prowirusa, tak jak pod-
czas infekcji wirusem ospy krowiej (AAV), ktory nie
moze replikowac bez obecnos$ci wirusa pomocniczego.
Do replikacji dochodzi dopiero w momencie, gdy oba
dostepne sa razem (33). Ponadto, obecno$¢ wiruséw
w hodowlach komorkowych moze stanowi¢ ogromne
zagrozenie dla personelu laboratoryjnego.

Pierwotniaki

W standardowych hodowlach komorkowych pier-
wotniaki wystepuja rzadko, ale do zakazen moze
dochodzi¢ przy pracy z tkankami zwierzecymi, ta-
kimi jak nerki lub jelito grube (38). Najczestszym
czynnikiem infekcyjnym w tym przypadku sa ameby,
zazwyczaj pochodzenia glebowego, tatwo izolowane
z powietrza 1 tkanek. Ze wzgledu na powolny wzrost
morfologiczny oraz cz¢ste podobienstwo do hodowa-
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nych komérek, wykrycie i identyfikacja pierwotniakéw
sa utrudnione podczas standardowej kontroli mikro-
skopowej (42). Powszechnie izolowane z zarazonych
hodowli sg ameby Hartmanella limax (38). Ich wysta-
pienie moze powodowac efekty cytopatyczne, ktore
przypominaja uszkodzenie wirusowe i prowadza do
zniszczenia kultur w ciggu dziesieciu dni (42). Wsérod
najpowszechniejszych pierwotniakéw zakazajacych
hodowle komoérkowe znajduja si¢ gatunki z rodza-
jow: Giardia, Acanthamoeba, Naegleria, Leishmania
1 Trypanosoma (38). Po raz pierwszy nieindukowane
zakazenie pierwotniakami opisane zostalo na przy-
ktadzie matpich komorek nerkowych przez wolno
zyjace ameby (23). Zidentyfikowane zostalo rowniez
w hodowli psich komédrek chloniaka, HeLa, a takze
fibroblastow zarodkéw ptasich (22, 38).

Bezkrggowce

Powszechnie spotykane zagrozenie stanowig owady
1 pajeczaki, w szczegdlnosci muchy, karaczany, mrow-
ki iroztocza. Same w sobie nie sg groznymi czynnika-
mi zanieczyszczajacymi hodowle in vitro, jednak bedac
wektorem dla zanieczyszczen mikrobiologicznych,
stanowig duze zagrozenie (42). Ich obecno$¢ wynika
gléwnie z zaniedban w praktyce laboratoryjnej, jednak
ograniczone mozliwos$ci rozwojowe w srodowisku
hodowlanym niweluja problem kontaminacyjny.

Kontaminacje krzyzowe

Kontaminacje krzyzowe stanowig zanieczyszczenia
danej linii komérkowych przez niepowigzane z nig ko-
morki innej linii i nalezg do jednych z najtrudniejszych
w detekcji (5, 29). Taka infekcja moze przej$¢ niezau-
wazona, szczegdlnie gdy komorki zanieczyszczajace
zarastajg i zastepujg utrzymywang uprzednio hodowle.
Linia zakazajaca moze catkowicie zdominowa¢ ho-
dowle, powodujac utrate oryginalnej linii komorek,
a tym samym wywiera¢ istotny wptyw na wyniki
badan (5, 29, 31). W przypadku znacznego podobien-
stwa morfologicznego obu typow komorek, procedura
kontrolna obejmujaca obserwacje mikroskopowa moze
by¢ zawodna w okre$leniu zmian morfologicznych,
czesto niezauwazalnych nawet podczas obserwacji
komorek pod mikroskopem odwroconym (29). W tej
sytuacji wiarygodne wyniki moga da¢ jedynie takie
metody, jak kariotypowanie, analiza izoenzymatyczna
czy DNA Barcoding, pozwalajace okresli¢ fenotyp
i gatunek pochodzenia danej populacji komorek (5,
7,31). W 1967 r. analizy izoenzymatyczne wykazaty
zanieczyszczenie 20 powszechnie stosowanych ludz-
kich linii komérkowych przez komorki HeLa. Jest to
linia komoérkowa, ktora wywodzi si¢ z komorek raka
szyjki macicy. Komoérki HeLa sg niezwykle agresyw-
ne oraz nieSmiertelne, a przypadkowo wprowadzone
do hodowli, szybko przejmuja funkcj¢ oryginalne;j
linii komérkowej (5, 34, 35). Rozpowszechniajacy
si¢ problem kontaminacji krzyzowych zwigzany jest
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z brakiem identyfikacji tozsamo$ci nowo pozyskanych
linii komérkowych w laboratoriach. W identyfikacji
wewnatrzgatunkowej komorek ludzkich standardem
stato si¢ profilowanie STR (krotkie powtérzenia tan-
demowe) (7). Kwestia kontaminacji krzyzowych doty-
czy glownie ludzkich linii komorkowych. Wigkszosé
zanieczyszczen powstaje w obregbie tego samego
gatunku, rzadziej dochodzi do zanieczyszczen mig-
dzygatunkowych (8).

Detekcja kontaminacji w hodowlach komérkowych

Identyfikacja bakterii, drozdzy i grzybow w duzej
mierze oparta jest na testach mikrobiologicznych
1 mikroskopowej obserwacji hodowli. W przypadku,
gdy obrazowanie mikroskopowe nie jest mozliwe lub
rodzaj kontaminacji hodowli komorkowych jest trud-
ny do identyfikacji, istnieje mozliwos$¢ zastosowania
metod biochemicznych czy molekularnych.

Do wykrycia zanieczyszczen wirusowych mozna
zastosowac panel przeciwciat do barwienia immu-
nologicznego lub testu ELISA. Alternatywnie wy-
korzystana moze zosta¢ rowniez tancuchowa reakcja
polimerazy (PCR) z odpowiednimi starterami (15).
Do wykrywania i oznaczania ilo§ciowego endotoksyn
szeroko stosowany jest test LAL (Limulus Amebocyte
Lysate), oparty na enzymach wytwarzanych w czer-
wonych krwinkach przez skrzyptocza (Limulus),
ktore wigza i dezaktywuja endotoksyny bakteryjne
(41). W celu identyfikacji mykoplazm przydatna jest
metoda swoistego barwienia mykoplazmatycznego
DNA barwnikami fluorescencyjnymi, ktéra umoz-
liwia obrazowanie mykoplazmy pod mikroskopem
fluorescencyjnym jako jasne punkty w cytoplazmie.
Z pozostatych metod detekcji mykoplazm najbardziej
powszechne sg: reakcja PCR, autoradiografia, ELISA,
immunofluorescencja oraz specyficzne testy bioche-
miczne (31, 42).

Eliminacja zrodel zakazenia hodowli komdrkowych

Za wigkszo$¢ zanieczyszczen hodowli komodrko-
wych odpowiedzialne sg bledy w praktyce laborato-
ryjnej. Niewtasciwe warunki w laboratoriach hodowli
komérkowych oraz nieprzestrzeganie zasad pracy
z kulturami in vitro moze skutkowa¢ wprowadzeniem
czynnika infekcyjnego. Procedury laboratoryjne po-
winny odbywa¢ si¢ wedtug zasad Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej w Hodowli Komoérek (GCCP — Good
Cell Culture Practice) (10). W celu uniknigcia zakazen
konieczna jest kazdorazowa dezynfekcja 70% alkoho-
lem powierzchni roboczych, narzedzi oraz stosowa-
nych naczyn i pojemnikéw z odczynnikami. Wszelkie
prace przy hodowlach komérkowych powinny od-
bywaé si¢ w czystym, wczesniej wysterylizowanym
promieniowaniem UV, pomieszczeniu, pod komora
z laminarnym przeplywem sterylnego powietrza.
Konieczne jest rowniez odpowiednie zabezpieczenie
pracownika laboratorium w odziez ochronng (5, 15).
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Media, surowice, odczynniki oraz naczynia ho-
dowlane mogg rowniez stanowi¢ zrédlo ewentual-
nej kontaminacji, dlatego wskazane jest uzywanie
jednorazowych, sterylnych naczyn oraz narzedzi.
Przygotowywane medium hodowlane powinno by¢
poddane filtracji, catkowicie eliminujacej mozliwo$¢
przedostania si¢ bakterii czy grzybow. Hodowla ko-
moérkowa i media powinny by¢ otwierane tylko w ste-
rylnie czystej komorze (3, 15).

W redukeji zagrozenia kontaminacja, wazng rolg
odgrywa réwniez inkubator CO,. Jego glowng funkcja
jest zapewnienie idealnych warunkow do prawidtowe-
go rozwoju komorek i utrzymywanie ich przy zyciu
w hodowli ciaggtej. Optymalna temperatura w inkuba-
torze dla wigkszosci linii komdrkowych wynosi 37°C,
natomiast pH medium hodowlanego powinno zawiera¢
si¢ w przedziale wynoszacym od 7,4 do 7,6. Konieczny
jestrowniez zrbwnowazony poziom CO,, przy wilgot-
no$ci wzglednej w granicach 95%. Tym samym idealne
srodowisko dla komorek zwierzgcych stanowi roéwniez
optymalne $rodowisko do rozwoju zagrazajacych im
czynnikow infekcyjnych (16). Z tego wzgledu inkuba-
tor nalezy regularnie poddawac procesom dezynfekcji
przy pomocy detergentow, 70% alkoholu etylowego,
promieniowania UV, goracej pary wodnej lub oparéw
nadtlenku wodoru. Jej nieprawidlowe wykonanie skut-
kowa¢ moze nawrotami zanieczyszczen hodowli (3, 4).

Zrodiem zakazenia mogg by¢ rowniez linie komor-
kowe lub probki tkanek wprowadzane do laboratorium.
W celu uniknigcia infekceji, hodowla powinna zostaé¢
poddana kwarantannie do momentu wykazania jej
sterylno$ci. Wskazane jest nabywanie linii komor-
kowych za posrednictwem renomowanych bankéw
kultur komérkowych, gdzie rutynowo prowadzona jest
kontrola czystosci (15). W przypadku, gdy komorki
poddawane sg utrwalaniu, konieczna jest weryfikacja
ich czystos$ci biologicznej, ze wzgledu na mozliwosé
przeniesienia zanieczyszczen, takich jak bakterie i ich
formy przetrwalne.

Wskazanym sposobem eliminowania zanieczysz-
czen w hodowlach in vitro jest likwidacja kultur,
medium oraz odczynnikow, ktore miaty kontakt z za-
kazonymi komodrkami. Proby zachowania hodowli
skutkowa¢ moga rozprzestrzenieniem si¢ czynnika
infekcyjnego oraz powodowac rozwoj mikroorgani-
zmow odpornych na antybiotyki (15). Do walki z my-
koplazmami zastosowa¢ mozna antybiotyki z klasy
makrolitow, fluorochinolony i tetracykliny, o ile nie
dziataja toksycznie na hodowle komorkowe (13, 15).
Dobranie odpowiedniego antybiotyku przeciw bakte-
riom jest utrudnione ze wzgledu na mnogos¢ szczepow
1 wytworzong opornos¢ na liczne grupy antybiotykow.
W przypadku wiruséw nie ma wiarygodnych metod
ich eliminacji z hodowli.

Podsumowujac, zakazenie hodowli moze wynikac
zarO6wno z zanieczyszczen chemicznych, wywotanych
przez stosowane media, surowice oraz pozostale sktad-
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niki stosowane w hodowlach in vitro, jak i przez wyzej
opisane zanieczyszczenia biologiczne lub kontamina-
cje krzyzowe niezaleznych linii. Mimo braku mozli-
wosci catkowitej eliminacji ryzyka infekcji, konieczne
jest zrozumienie zasad sterylnej pracy z hodowlami
komoérkowymi oraz poznanie zrodet zakazenia i ob-
jawow $wiadczacych o ewentualnej kontaminacji, by
skutecznie niwelowac istniejace zagrozenie.
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