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Artykuł przeglądowy	 Review

Hodowle komórkowe in vitro znalazły szerokie 
zastosowanie w biotechnologii, farmacji oraz medycy-
nie, gdzie stanowią główne narzędzie do badań (1, 24, 
27). Do tych celów wykorzystywane są odpowiednio 
przygotowane i wyprowadzone z różnych tkanek linie 
komórkowe, zawierające dzielące się komórki, pocho-
dzące z  wielokomórkowego organizmu (49). Linie 
komórkowe powstają na bazie hodowli pierwotnych, 
tworzonych z  komórek i  tkanek pobranych bezpo-
średnio od osobnika i  przeniesionych do sterylnego 
naczynia hodowlanego (30). Prowadząc hodowlę in 
vitro, nadrzędnym celem jest utrzymanie żywotności 
i odpowiedniej liczebności komórek oraz zapobiega-
nie kontaminacjom (49). Zapewnienie ciągłości linii 
komórek adherentnych możliwe jest dzięki regularnym 
pasażom przez oddzielanie komórek od podłoża za 
pomocą trypsyny, proteazy lub środka chelatującego, 
a następnie rozdzielenie ich do naczyń hodowlanych. 

Komórki nieadherentne, rosnące w  zawiesinie, roz-
dzielane są do nowych naczyń hodowlanych zawie-
rających świeże podłoże (30). Komórki ssaków mają 
ograniczoną zdolność do mnożenia się w hodowli in 
vitro. Aby opóźnić procesy starzenia, a także przysto-
sować komórki do długotrwałych hodowli, stosuje się 
modyfikacje komórek z wykorzystaniem genów wiru-
sowych. Tym samym pozyskuje się linie komórkowe, 
które odznaczają się stałą proliferacją identycznych 
komórek. Produkty genów wirusowych blokują białka, 
takie jak p53 czy Rb, hamujące cykl komórkowy, przez 
co możliwe są nieskończone podziały komórkowe (30, 
36, 49). Odpowiednio zachowaną linię komórkową 
można uznać za bardzo uproszczony model żywego 
organizmu w badaniach in vitro (43, 49).

W 1907 r. Ross Harrison opublikował krótki artykuł 
informujący o  innowacyjnej technice utrzymywa-
nia żywotności komórek poza organizmem żywym. 
Źródłem powstania idei hodowli komórkowych były 
obserwacje komórek nerwowych żaby i wzrostu ich li-
czebności w okresie kilku tygodni (18). Wielu naukow-
ców już we wcześniejszych latach podjęło się hodowli 
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Summary
Contaminations of in vitro cell cultures constitute a  serious threat to research. Infected cell lines may 
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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 CO2 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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komórek w warunkach in vitro, jednak niepokonaną 
barierę stanowiły problemy z utrzymaniem sterylno-
ści, nawracające zakażenia oraz brak odpowiednich 
narzędzi hodowlanych. Dopiero wprowadzenie przez 
Harrisona chirurgicznych technik utrzymania asep-
tyczności przy pobieraniu materiału i  prowadzeniu 
hodowli stało się przełomowym momentem w historii 
hodowli in vitro (19).

Mimo upływu lat i  znacznego rozwoju metod 
utrzymywania sterylności, wielokrotnie dochodzi do 
zanieczyszczeń hodowli, co prowadzić może do ko-
nieczności przerwania badań ze względu na apoptozę 
komórek. Niewykryte zakażenia mogą również po-
wodować zafałszowanie wyników oraz generowanie 
nieprawidłowego obrazu eksperymentu.

Rodzaje kontaminacji
Główną przesłanką mogącą świadczyć o zakażeniu 

jest spadek przeżywalności hodowli komórkowej, czyli 
liczebności komórek żywych w stosunku do komórek 
martwych. Często dochodzi również do rozpadu ko-
mórek. W zależności od rodzaju kontaminacji, proces 
infekcji przebiega w różnym tempie oraz z odmiennym 
skutkiem. Najłatwiejsze do rozpoznania i zwalczenia 
są infekcje widoczne bez użycia mikroskopu, takie 
jak zakażenie grzybami pleśniowymi. Do wykrycia 
bakterii czy drożdży, z uwagi na ich niewielki rozmiar, 
konieczne jest obrazowanie mikroskopowe, które nie 
zawsze jest skuteczne. Najpewniejszą metodą detekcji 
kontaminacji są analizy molekularne. Do widocznych 
objawów zakażenia zaliczyć można zmianę zabarwie-
nia czerwieni fenolowej zawartej w medium hodowla-
nym z różowej na pomarańczową lub żółtą, na skutek 
obniżenia pH medium wywołanego metabolicznymi 
produktami ubocznymi czynnika infekcyjnego. Często 
dochodzi również do silnego zmętnienia medium (31). 
Mimo ogólnych symptomów, w przypadku każdego 
rodzaju kontaminacji można wyróżnić specyficzne 
objawy oraz odpowiedni sposób detekcji.

Bakterie
Bakterie, ze względu na niewielkie wymagania, 

wszechobecność i  szybkie tempo wzrostu, są jedną 
z najczęściej spotykanych kontaminacji kultur komór-
kowych (42). W medium hodowlanym pozbawionym 
antybiotyku ich obecność zauważalna jest już po kilku 
godzinach prowadzenia hodowli. W większości przy-
padków infekcji możliwa jest jej detekcja na drodze 
obserwacji mikroskopowej. Do widocznych objawów 
takiego zakażenia zaliczyć można: zmianę pH hodow-
li, zmętnienie i  ostatecznie apoptozę komórek (5). 
Często podczas prowadzenia hodowli komórkowej 
do medium rutynowo dodawane są antybiotyki, które 
najczęściej skutecznie eliminują niewielkie ilości 
bakterii, zanim dojdzie do ich znacznego namnożenia. 
Szczepy bakterii opornych na dany antybiotyk mogą 
jednak wykazywać powolny wzrost i  powodować 

początkowo niski poziom infekcji, przez co zakaże-
nie jest niezauważalne, a detekcja bakterii utrudniona  
(42).

W laboratorium Katedry Biochemii i Biotechnologii 
Zwierząt UTP szeroko wykorzystywana w badaniach 
in vitro jest komercyjna linia komórkowa limfocytów 
B (linia DT40) kurcząt zakażanych ptasim wirusem 
białaczki (48). Z użyciem tej linii komórkowej prowa-
dzono stymulację in vitro ligandami receptorów TLR 
(Toll Like Receptors) w celu określenia molekularnego 
mechanizmu odpowiedzi immunologicznej na antyge-
ny LTA (kwas lipotejchojowy), LPS (lipopolisacharyd) 
i  KLH (keyhole limpet hemocyanin) (14). Kolejne 
analizy z  wykorzystaniem linii komórkowej DT40 
miały na celu wykazanie zastosowania synbiotyków 
(prebiotyk i probiotyk) do regulacji ekspresji genów 
kurzego układu immunologicznego poprzez ekspery-
mentalną stymulację DT40 kombinacjami prebiotyków 
(RFO, inulina oraz Bi2tos) oraz probiotyków (bakterie 
Lactococcus lactis ssp. lactis) (44, 45).

W trakcie prowadzenia jednego z  doświadczeń 
w  hodowli komórkowej wykryto obecność bakterii 
powodującej początkowo silną proliferację komórek, 
a następnie drastyczny spadek przeżywalności, pro-
wadzący do ich zamierania. Podczas obserwacji mi-
kroskopowej zauważono niewielkie, ruchome punkty 
o  czarnym zabarwieniu. W  zawiesinie komórkowej 
zaobserwowano silne zmętnienie oraz wahania pH 
medium uwidocznione poprzez zmianę koloru. Do 
zauważalnych zmian dochodziło po kilkunastu dniach 
od założenia hodowli, utrzymywanej w  inkubatorze 
CO2 w temperaturze 37°C. Analiza mikrobiologiczna 
wykazała obecność bakterii Achromobacter xylo-
soxidans, które charakteryzowały się opornością na 
mieszaninę antybiotyków penicyliny i streptomycyny, 
profilaktycznie dodawanej do medium RPMI w trakcie 
hodowli. Obecność bakterii w medium hodowlanym 
istotnie zafałszowywała wyniki analizy ekspresji ge-
nów cytokin. W analizie ekspresji genów, wykonanej 
przy pomocy reakcji RT-qPCR i metody ddCt, wyka-
zane zostało silne podwyższenie poziomu ekspresji 
cytokin prozapalnych (IL-8, IL6, IFN-γ, IFN-β) oraz 
cytokiny przeciwzapalnej IL-4. Achromobacter jest 
Gram-ujemną bakterią o kształcie pręcików, występu-
jącą głównie w wodzie i wilgotnej glebie. Optymalna 
temperatura jej rozwoju wynosi 37-42°C przy pH 
6,5-8,5 (17, 25). Dobrze rozwija się również w tem-
peraturze pokojowej. Gray i wsp. (17) wykazali, że 
skuteczne wyeliminowanie bakterii z hodowli możliwe 
jest poprzez zastosowanie kombinacji dwóch anty-
biotyków – piperacyliny i cyprofloksacyny o stężeniu 
10 µg/ml każdy. Z dużą ostrożnością należy wprowa-
dzać do hodowli komórkowej wszelkie antybiotyki. 
W przypadku zastosowania innych antybiotyków niż 
ustalone w składzie medium hodowlanego powinny 
zostać wykonane testy kontrolne, by wykluczyć ich 
toksyczne działanie.
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Poważny problem w  hodowlach komórkowych 
stanowią wolno rosnące bakterie o niewielkich rozmia-
rach oraz bakterie wewnątrzkomórkowe (42), jak na 
przykład Brucella abortus (12, 20) czy też Chlamydia 
trachomatis (6, 28). Zanieczyszczenie linii komór-
kowej przez wewnątrzkomórkowe bakterie może 
utrzymywać się w stanie utajonym w nieskończoność, 
powodując subtelne i słabo zauważalne zmiany w za-
chowaniu komórek, które mogą znacznie rzutować na 
uzyskane w późniejszym czasie rezultaty badań (42).

Grzyby pleśniowe i drożdże
Kontaminacje pochodzenia grzybowego występują 

równie często, jak bakteryjnego, co wynika z  po-
wszechności tych organizmów, ich zdolności adapta-
cyjnych oraz dużej tolerancji na warunki otoczenia. 
Ze względu na sposób ich wzrostu i rozmiar, obecność 
zakażeń grzybowych jest stosunkowo prosta do wykry-
cia w hodowli. Drożdże zazwyczaj porastają medium 
hodowlane, przez co staje się ono mętne, z widocznymi 
kłaczkami w zawiesinie. W obrazie mikroskopowym 
można zaobserwować okrągłe komórki drożdży (42). 
Grzyby pleśniowe rozrastają się w podłożu w postaci 
strzępek, a dalszy rozrost grzybni daje się zauważyć 
w postaci puchatych kępek. Grzyby, ze względu na 
wysoką tolerancję, bardzo dobrze przeżywają w każ-
dym środowisku, a warunki panujące w inkubatorze 
(37°C, wysoka wilgotność, 5% CO2) oraz skład me-
dium hodowlanego (dodatek glukozy) są optymalne 
do ich rozwoju (16, 37).

Mykoplazmy
Wśród zanieczyszczeń hodowli in vitro czynnikami 

biologicznymi mykoplazmy stanowią poważny pro-
blem z powodu niskiego współczynnika wykrywal-
ności oraz znaczącego wpływu na komórki zwierzęce 
(5). Wzrost mykoplazm może następować w ścisłej 
współpracy ze wzrostem komórek ssaczych, często 
w  sposób utajony przez długi czas (40). Infekcja 
mykoplazmą postępuje stosunkowo wolno, w  po-
równaniu do zakażenia bakteriami czy też drożdżami 
(31). Wzrost mykoplazmy nie powoduje widocznego 
zmętnienia medium, które jest powszechnie związane 
z  zakażeniem przez bakterie (40). Mykoplazma to 
zwyczajowa nazwa prokariotycznej klasy mikroorga-
nizmów Mollicutes (26). Pierwszy raz zidentyfikowana 
i opisana została w 1956 r. przez Robinsona, który po 
odkryciu zanieczyszczenia komórek HeLa próbował 
zbadać wpływ obecności mykoplazm na prowadzoną 
hodowlę komórkową (39). Mykoplazmy są prostymi 
bakteriami, które posiadają wyjątkowe cechy, zdecy-
dowanie odróżniające je od innych przedstawicieli 
grupy organizmów prokariotycznych. Są znacznie 
mniejsze od większości bakterii, co umożliwia prze-
dostawanie się ich przez membrany filtracyjne oraz 
wzrost w zawiesinach komórkowych o bardzo dużej 
gęstości, bez widocznych oznak infekcji. Mykoplazmy 

są najmniejszymi znanymi, samoreplikującymi się 
organizmami, pozbawionymi ściany komórkowej (5, 
26, 31). Większość stosowanych w mediach hodow-
lanych antybiotyków uszkadza bakteryjną ścianę ko-
mórkową, stąd też mykoplazmy są całkowicie oporne 
na ich działanie (5), infekcja ta nie skutkuje jednak 
natychmiastowym ani bezpośrednim zniszczeniem 
hodowli (31). Mimo że mykoplazmy nie powodują 
zmętnienia medium ani zmiany pH, znacznie wpły-
wają na komórki gospodarza, oddziałując na ich 
metabolizm oraz morfologię, wywołując aberracje 
chromosomowe i  uszkadzając komórki (5, 26, 42). 
Z tego powodu zakażenia mykoplazmami mogą mieć 
istotny wpływ na wzrost i funkcjonowanie komórek, 
syntezę i wydzielanie metabolitów w komórce oraz 
ekspresję genów. Dodatkowo może dojść do uszko-
dzenia membrany komórkowej, kwasów nukleinowych 
czy organelli wewnątrzkomórkowych, zmian w pozio-
mie białka oraz w składzie błon komórkowych (13, 
21). Długotrwałe zakażenie komórek mykoplazmami 
o pozornie niskiej zjadliwości może stopniowo wy-
woływać niestabilność chromosomową oraz transfor-
macje nowotworowe, związane ze zwiększeniem lub 
zmniejszeniem poziomu ekspresji wielu genów (40, 
47). Obecność mykoplazm w medium może zakłócać 
aktywację limfocytów, indukować lub tłumić ekspresję 
cytokin oraz wpływać na transdukcję sygnałów (13). 
Wpływa ona również na różnicowanie i  aktywację 
komórek wrodzonej odpowiedzi immunologicznej 
(makrofagów, komórek dendrytycznych, neutrofili 
i  komórek NK – Natural Killers) oraz odpowiedzi 
nabytej (limfocyty B i T) (40). Zmiany te skutkują 
znacznym zafałszowaniem ostatecznych wyników 
doświadczeń prowadzonych z wykorzystaniem linii 
komórkowych. Do infekcji hodowli komórkowej może 
dojść między innymi przez wprowadzenie do pożywki 
zakażonej surowicy bydlęcej, powszechnie stosowanej 
w kulturach in vitro (2).

Endotoksyny
Endotoksyny to produkty bakterii Gram-ujemnych, 

zawierające lipopolisacharyd (LPS), będący głównym 
komponentem bakteryjnej błony komórkowej (5, 41). 
Te cząsteczki o  wysokiej aktywności biologicznej 
występują powszechnie w  wodzie, surowicach sto-
sowanych do hodowli czy też innych składnikach 
dodawanych do medium (5). Bakterie w czasie wzrostu 
uwalniają niewielkie ilości endotoksyn do środowiska, 
natomiast znaczne ilości endotoksyn zostają uwolnione 
w momencie ich śmierci (41). W 1984 r. opublikowa-
no po raz pierwszy doniesienie o skutkach obecności 
endotoksyn w hodowli komórkowej. Już przy niskim 
poziomie endotoksyn zaobserwowano pobudzenie 
hodowli leukocytów do produkcji czynników tkanko-
wych, aktywację mysich makrofagów oraz zahamowa-
nie powstawania mysich kolonii erytoidalnych (9, 41). 
Obecność endotoksyn wywiera ogromny wpływ na 
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komórkową i humoralną odpowiedź immunologiczną 
(5). Zdolność wrodzonego układu odpornościowego 
do zainicjowania reakcji na endotoksyny spowodo-
wana jest obecnością dwóch białek: białka wiążące-
go LPS (LPS Binding Protein – LBP) i CD14 (46). 
Rzeczywistą rolą LBP jest uwrażliwianie komórek 
na obecność LPS (32). Natomiast funkcja receptora 
błonowego CD14 jest silnie powiązana z wrażliwością 
na endotoksyny i stanowi niezmiernie istotny element 
w czasie prowadzenia hodowli zawierających surowicę 
w składzie medium. Jej składniki, takie jak LBP czy 
kompleks septyny, mogą nasilać aktywację komórek 
posiadających receptor CD14. Niektóre hodowle ko-
mórkowe ssaków i bezkręgowców wykazują tolerancję 
na endotoksyny (11), jednak znacząca część badań 
w układzie in vitro wykazała, że obecność endotoksyn 
wywiera negatywny wpływ na wzrost i  wydajność 
kultur komórkowych oraz zaburza przebieg i wyniki 
eksperymentów (5).

Wirusy
Infekcje wirusowe mogą wykazywać znacznie wyż-

szą patogeniczność niż bakteryjne, a ich identyfikacja 
jest trudna i kosztowna. Obecność wirusa nie skutkuje 
widocznymi zmianami w hodowli komórkowej, takimi 
jak zmiana pH medium hodowlanego oraz jego zmęt-
nienie (5). Niewielki rozmiar wirusów nie pozwala 
na obserwację w  świetle widzialnym mikroskopu. 
Do ujawnienia obecności wirusów w hodowlach in 
vitro dochodzi dopiero w momencie, gdy zachodzą 
zmiany morfologiczne komórek, wywołane efektem 
cytopatycznym (33). Wirusy wykorzystują gospodarza 
do replikacji, przez co leki stosowane do blokowania 
ich namnażania mogą wykazywać toksyczny efekt na 
hodowane komórki (5), jednak wirusy wykazują re-
strykcyjne wymagania w odniesieniu do typu komórek 
gospodarza, przez co nie atakują nieodpowiednich dla 
nich hodowli komórkowych. W  momencie infekcji 
wirusy przejmują kontrolę nad komórką, prowadząc 
do jej destrukcji (42). W niektórych przypadkach może 
dojść do zakażenia w postaci prowirusa, tak jak pod-
czas infekcji wirusem ospy krowiej (AAV), który nie 
może replikować bez obecności wirusa pomocniczego. 
Do replikacji dochodzi dopiero w momencie, gdy oba 
dostępne są razem (33). Ponadto, obecność wirusów 
w hodowlach komórkowych może stanowić ogromne 
zagrożenie dla personelu laboratoryjnego.

Pierwotniaki
W standardowych hodowlach komórkowych pier-

wotniaki występują rzadko, ale do zakażeń może 
dochodzić przy pracy z  tkankami zwierzęcymi, ta-
kimi jak nerki lub jelito grube (38). Najczęstszym 
czynnikiem infekcyjnym w tym przypadku są ameby, 
zazwyczaj pochodzenia glebowego, łatwo izolowane 
z powietrza i tkanek. Ze względu na powolny wzrost 
morfologiczny oraz częste podobieństwo do hodowa-

nych komórek, wykrycie i identyfikacja pierwotniaków 
są utrudnione podczas standardowej kontroli mikro-
skopowej (42). Powszechnie izolowane z zarażonych 
hodowli są ameby Hartmanella limax (38). Ich wystą-
pienie może powodować efekty cytopatyczne, które 
przypominają uszkodzenie wirusowe i prowadzą do 
zniszczenia kultur w ciągu dziesięciu dni (42). Wśród  
najpowszechniejszych pierwotniaków zakażających 
hodowle komórkowe znajdują się gatunki z  rodza-
jów: Giardia, Acanthamoeba, Naegleria, Leishmania 
i Trypanosoma (38). Po raz pierwszy nieindukowane 
zakażenie pierwotniakami opisane zostało na przy-
kładzie małpich komórek nerkowych przez wolno 
żyjące ameby (23). Zidentyfikowane zostało również 
w hodowli psich komórek chłoniaka, HeLa, a  także 
fibroblastów zarodków ptasich (22, 38).

Bezkręgowce
Powszechnie spotykane zagrożenie stanowią owady 

i pajęczaki, w szczególności muchy, karaczany, mrów-
ki i roztocza. Same w sobie nie są groźnymi czynnika-
mi zanieczyszczającymi hodowle in vitro, jednak będąc 
wektorem dla zanieczyszczeń mikrobiologicznych, 
stanowią duże zagrożenie (42). Ich obecność wynika 
głównie z zaniedbań w praktyce laboratoryjnej, jednak 
ograniczone możliwości rozwojowe w  środowisku 
hodowlanym niwelują problem kontaminacyjny.

Kontaminacje krzyżowe
Kontaminacje krzyżowe stanowią zanieczyszczenia 

danej linii komórkowych przez niepowiązane z nią ko-
mórki innej linii i należą do jednych z najtrudniejszych 
w detekcji (5, 29). Taka infekcja może przejść niezau-
ważona, szczególnie gdy komórki zanieczyszczające 
zarastają i zastępują utrzymywaną uprzednio hodowlę. 
Linia zakażająca może całkowicie zdominować ho-
dowlę, powodując utratę oryginalnej linii komórek, 
a  tym samym wywierać istotny wpływ na wyniki 
badań (5, 29, 31). W przypadku znacznego podobień-
stwa morfologicznego obu typów komórek, procedura 
kontrolna obejmująca obserwację mikroskopową może 
być zawodna w określeniu zmian morfologicznych, 
często niezauważalnych nawet podczas obserwacji 
komórek pod mikroskopem odwróconym (29). W tej 
sytuacji wiarygodne wyniki mogą dać jedynie takie 
metody, jak kariotypowanie, analiza izoenzymatyczna 
czy DNA Barcoding, pozwalające określić fenotyp 
i  gatunek pochodzenia danej populacji komórek (5, 
7, 31). W 1967 r. analizy izoenzymatyczne wykazały 
zanieczyszczenie 20 powszechnie stosowanych ludz-
kich linii komórkowych przez komórki HeLa. Jest to 
linia komórkowa, która wywodzi się z komórek raka 
szyjki macicy. Komórki HeLa są niezwykle agresyw-
ne oraz nieśmiertelne, a przypadkowo wprowadzone 
do hodowli, szybko przejmują funkcję oryginalnej 
linii komórkowej (5, 34, 35). Rozpowszechniający 
się problem kontaminacji krzyżowych związany jest 
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z brakiem identyfikacji tożsamości nowo pozyskanych 
linii komórkowych w laboratoriach. W identyfikacji 
wewnątrzgatunkowej komórek ludzkich standardem 
stało się profilowanie STR (krótkie powtórzenia tan-
demowe) (7). Kwestia kontaminacji krzyżowych doty-
czy głównie ludzkich linii komórkowych. Większość 
zanieczyszczeń powstaje w  obrębie tego samego 
gatunku, rzadziej dochodzi do zanieczyszczeń mię-
dzygatunkowych (8).

Detekcja kontaminacji w hodowlach komórkowych
Identyfikacja bakterii, drożdży i grzybów w dużej 

mierze oparta jest na testach mikrobiologicznych 
i mikroskopowej obserwacji hodowli. W przypadku, 
gdy obrazowanie mikroskopowe nie jest możliwe lub 
rodzaj kontaminacji hodowli komórkowych jest trud-
ny do identyfikacji, istnieje możliwość zastosowania 
metod biochemicznych czy molekularnych.

Do wykrycia zanieczyszczeń wirusowych można 
zastosować panel przeciwciał do barwienia immu-
nologicznego lub testu ELISA. Alternatywnie wy-
korzystana może zostać również łańcuchowa reakcja 
polimerazy (PCR) z  odpowiednimi starterami (15). 
Do wykrywania i oznaczania ilościowego endotoksyn 
szeroko stosowany jest test LAL (Limulus Amebocyte 
Lysate), oparty na enzymach wytwarzanych w czer-
wonych krwinkach przez skrzypłocza (Limulus), 
które wiążą i  dezaktywują endotoksyny bakteryjne 
(41). W celu identyfikacji mykoplazm przydatna jest 
metoda swoistego barwienia mykoplazmatycznego 
DNA barwnikami fluorescencyjnymi, która umoż-
liwia obrazowanie mykoplazmy pod mikroskopem 
fluorescencyjnym jako jasne punkty w cytoplazmie. 
Z pozostałych metod detekcji mykoplazm najbardziej 
powszechne są: reakcja PCR, autoradiografia, ELISA, 
immunofluorescencja oraz specyficzne testy bioche-
miczne (31, 42).

Eliminacja źródeł zakażenia hodowli komórkowych
Za większość zanieczyszczeń hodowli komórko-

wych odpowiedzialne są błędy w praktyce laborato-
ryjnej. Niewłaściwe warunki w laboratoriach hodowli 
komórkowych oraz nieprzestrzeganie zasad pracy 
z kulturami in vitro może skutkować wprowadzeniem 
czynnika infekcyjnego. Procedury laboratoryjne po-
winny odbywać się według zasad Dobrej Praktyki 
Laboratoryjnej w Hodowli Komórek (GCCP – Good 
Cell Culture Practice) (10). W celu uniknięcia zakażeń 
konieczna jest każdorazowa dezynfekcja 70% alkoho-
lem powierzchni roboczych, narzędzi oraz stosowa-
nych naczyń i pojemników z odczynnikami. Wszelkie 
prace przy hodowlach komórkowych powinny od-
bywać się w czystym, wcześniej wysterylizowanym 
promieniowaniem UV, pomieszczeniu, pod komorą 
z  laminarnym przepływem sterylnego powietrza. 
Konieczne jest również odpowiednie zabezpieczenie 
pracownika laboratorium w odzież ochronną (5, 15).

Media, surowice, odczynniki oraz naczynia ho-
dowlane mogą również stanowić źródło ewentual-
nej kontaminacji, dlatego wskazane jest używanie 
jednorazowych, sterylnych naczyń oraz narzędzi. 
Przygotowywane medium hodowlane powinno być 
poddane filtracji, całkowicie eliminującej możliwość 
przedostania się bakterii czy grzybów. Hodowla ko-
mórkowa i media powinny być otwierane tylko w ste-
rylnie czystej komorze (3, 15).

W redukcji zagrożenia kontaminacją, ważną rolę 
odgrywa również inkubator CO2. Jego główną funkcją 
jest zapewnienie idealnych warunków do prawidłowe-
go rozwoju komórek i utrzymywanie ich przy życiu 
w hodowli ciągłej. Optymalna temperatura w inkuba-
torze dla większości linii komórkowych wynosi 37°C, 
natomiast pH medium hodowlanego powinno zawierać 
się w przedziale wynoszącym od 7,4 do 7,6. Konieczny 
jest również zrównoważony poziom CO2, przy wilgot-
ności względnej w granicach 95%. Tym samym idealne 
środowisko dla komórek zwierzęcych stanowi również 
optymalne środowisko do rozwoju zagrażających im 
czynników infekcyjnych (16). Z tego względu inkuba-
tor należy regularnie poddawać procesom dezynfekcji 
przy pomocy detergentów, 70% alkoholu etylowego, 
promieniowania UV, gorącej pary wodnej lub oparów 
nadtlenku wodoru. Jej nieprawidłowe wykonanie skut-
kować może nawrotami zanieczyszczeń hodowli (3, 4).

Źródłem zakażenia mogą być również linie komór-
kowe lub próbki tkanek wprowadzane do laboratorium. 
W celu uniknięcia infekcji, hodowla powinna zostać 
poddana kwarantannie do momentu wykazania jej 
sterylności. Wskazane jest nabywanie linii komór-
kowych za pośrednictwem renomowanych banków 
kultur komórkowych, gdzie rutynowo prowadzona jest 
kontrola czystości (15). W przypadku, gdy komórki 
poddawane są utrwalaniu, konieczna jest weryfikacja 
ich czystości biologicznej, ze względu na możliwość 
przeniesienia zanieczyszczeń, takich jak bakterie i ich 
formy przetrwalne.

Wskazanym sposobem eliminowania zanieczysz-
czeń w  hodowlach in vitro jest likwidacja kultur, 
medium oraz odczynników, które miały kontakt z za-
każonymi komórkami. Próby zachowania hodowli 
skutkować mogą rozprzestrzenieniem się czynnika 
infekcyjnego oraz powodować rozwój mikroorgani-
zmów odpornych na antybiotyki (15). Do walki z my-
koplazmami zastosować można antybiotyki z  klasy 
makrolitów, fluorochinolony i  tetracykliny, o  ile nie 
działają toksycznie na hodowle komórkowe (13, 15). 
Dobranie odpowiedniego antybiotyku przeciw bakte-
riom jest utrudnione ze względu na mnogość szczepów 
i wytworzoną oporność na liczne grupy antybiotyków. 
W przypadku wirusów nie ma wiarygodnych metod 
ich eliminacji z hodowli.

Podsumowując, zakażenie hodowli może wynikać 
zarówno z zanieczyszczeń chemicznych, wywołanych 
przez stosowane media, surowice oraz pozostałe skład-
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niki stosowane w hodowlach in vitro, jak i przez wyżej 
opisane zanieczyszczenia biologiczne lub kontamina-
cje krzyżowe niezależnych linii. Mimo braku możli-
wości całkowitej eliminacji ryzyka infekcji, konieczne 
jest zrozumienie zasad sterylnej pracy z hodowlami 
komórkowymi oraz poznanie źródeł zakażenia i ob-
jawów świadczących o ewentualnej kontaminacji, by 
skutecznie niwelować istniejące zagrożenie.
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