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Известно, что культуры клеток активно используются как в научных исследованиях, так и в производст-
ве медицинских иммунобиологических препаратов. В последние годы клетки, выращенные in vitro, рас -
сматриваются как высокоперспективные для  репарации  или восстановления органов. Серьезной пробле-
мой  при использовании культивированных клеток остается контаминация посторонними микроорганизма-
ми. Контаминация бактериями или грибами происходит неизбежно  с  той или иной  частотой в каждой лабо -
ратории, она легко выявляется, но практически каждый случай означает потерю культуры. Но более серь-
езной  остается проблема микоплазменной  контаминации, обусловленная, в первую  очередь, широкой 
распространенностью этого микроорганизма, высокой скоростью размножения и способностью использо-
вать компоненты питательной среды. В обзоре  рассматриваются источники микоплазменной контамина-
ции, патологические аспекты влияния микоплазм  на структуру и функции клеток, изменение характеристик 
их роста in vitro; анализируются методы контроля и деконтаминации клеток.
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Успешное применение в медицине метода культур 
клеток привело к совершенствованию методов и разви-
тию многих современных технологий. Клетки применяют 
в производстве медицинских иммунобиологических пре-
паратов (вакцины против кори, гриппа, полиомиелита и 
другие), для получения биологически активных соедине-
ний и препаратов или наработки генно-инженерных пре-
паратов [10, 11, 24]. Получены продуценты гормонов че-
ловека, интерферона, моноклональных антител, клет-
ки-продуценты факторов, необходимых для заместитель-
ной терапии, в частности фактора VIII свертывания крови 
для больных тяжелыми формами гемофилии, или исполь-
зуемые при создании противоракового препарата «Канце- 
ролизин» [15—17, 26].

В последние годы особенно активно развивается но-
вое направление выращивания и применения стволовых, 
прогениторных и дифференцированных клеток человека 
и животных, перспективных для регенеративной медици-
ны [5, 8, 12—16, 32]. Важное преимущество культивируе-
мых клеток, заключающееся в возможности прижизнен-
ного наблюдения поведения клеток с помощью микро-
скопа, делает их незаменимой моделью для проведения 
множества исследований в биологии, медицине или фар-
макологии.

Вместе с тем, серьезной проблемой, ограничивающей 
возможность их применения, является контаминация 
культур клеток различными микроорганизмами, в том 
числе бактериями, грибами, вирусами и микоплазмами. 
Применение таких клеток в исследованиях не только 
приводит к получению искаженных результатов, но, 
прежде всего, небезопасно и для получаемого продукта, и 
для исследователей, работающих с ними.

Контаминация бактериями или грибами происходит 
неизбежно с той или иной частотой в каждой лаборато-
рии. Несмотря на то, что существуют схемы обработки 
клеточных культур с целью устранения такого рода конта-
минации, практически каждый случай означает потерю 
культуры. Контаминация латентными и хронически ин-
фицирующими вирусами выявляется наиболее трудно, и

наличие ее может длительное время оставаться незаме-
ченным [2, 11, 12, 19, 24].

Но более серьезной остается проблема микоплазмен-
ной контаминации, обусловленная, в первую очередь, 
широкой распространенностью этого микроорганизма. 
Как пока зывает мировой опыт, от 10—15% до 45—90% 
случаев длительно культивируемых линий клеток были 
заражены микоплазмами [8, 28, 29, 31]. Наиболее часто 
микоплазмы, контаминирующие культуры клеток, отно-
сятся к видам, поражающим человека, крупный рогатый 
скот или свиней. Среди часто встречаемых в культуре яв-
ляются: Acholeplasma laidlawii, Mycoplasma arginini, M. fer- 
mentans, M. hominis, M. hyorhinis, M. Orale [33].

Основным источником контаминантов может стать и 
инфицированная сыворотка крови животных, используе-
мая для выращивания клеток человека или животных, 
трипсин, факторы роста, гормональные и другие препара-
ты животного происхождения [19, 31]. Из литературы из-
вестно, что до 32% серий сыворотки крупного рогатого 
скота содержат микоплазмы [19]. По другим данным, 
10—15% всех линий клеток, используемых в США, так же, 
как и в Европе, контаминированы микоплазмами [34]. Не-
мецкие ученые из коллекции культур микроорганизмов и 
клеточных культур Германии опубликовали данные, со-
гласно которым, от 15 до 35% широко используемых ли-
ний клеток контаминированы микоплазмами [35].

Другой источник — люди, работающие с этими куль-
турами, и окружающая среда: воздух, пыль, нестериль- 
ность посуды, боксового помещения и т.п. Микрокапли, 
возникающие при работе с культурами, могут содержать 
до 0,5х106 микоплазм. Такие микрокапли оседают из воз-
духа на посуду, рабочие поверхности и руки персонала в 
течение нескольких секунд и могут даже после работы с 
единичными инфицированными культурами вызывать 
тяжелое заражение рабочего пространства [175, 323].

Серьезность проблемы заключается в том, что микоп-
лазмы могут никак не проявлять себя, но вместе с тем вы-
зывать серьезные патологические изменения структуры и 
функции клеток, индуцировать хромосомные аберрации
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[4, 24]. Даже при концентрации свыше 107 микоплазм в 
культуральной среде культуры клеток внешне могут вы-
глядеть нормально. При контроле клеток даже под мик-
роскопом можно не увидеть изменений. Эти невидимые 
изменения, тем не менее, могут приводить к получению 
фальшивых результатов, публикуемых в научных статьях, 
а также значительно влиять на производство биологиче-
ских продуктов вследствие конкуренции за питательные 
компоненты среды или выделению токсичных продуктов 
метаболизма [41].

Американские исследователи использовали культуру 
клеток в качестве модели для исследования метаболизма 
амилоид-бета пептида при болезни Альцгеймера. Авторы 
представили доказательства, что микоплазмы, контами- 
нирующие культуры клеток, эффективно и быстро 
разрушали внеклеточный белок, таким образом искажая 
результаты исследования [18].

H.S. Cheng с соавторами показали высокую вероят-
ность появления токсического эффекта на клетки, выра-
жающегося в появлении вакуолизированных клеток, де-
градации монослоя, формировании сетчатого, а не плот-
ного монослоя, снижении скорости роста и даже полной 
гибели клеток [20]. Кроме того, микоплазмы вызывают 
спонтанную дегенерацию клеток, изменение рН как в 
кислую, так и щелочную сторону [27].

Показано, что микоплазмы влияют на синтез белков, 
нуклеиновых кислот, ангиогенез, клеточных мембран, 
индукцию туморогенных потенций, вызывают цитопати- 
ческий эффект и гибель клеток [19].

В литературе описано множество методов контроля 
микоплазменной контаминации. Используя разные мето-
ды, House W. с соавторами провели исследование клеточ-
ных культур. Сравнивая методы специфической окраски, 
высева на среды, анализа последствий действия микоп- 
лазма-специфических ферментов и результатов иммуно-
логического и электронно-микроскопического анализов 
авторы не пришли к удовлетворительной оценке одного 
из испытанных тестов [7, 25]. Аналогичные данные полу-
чены и другими авторами [22, 39, 40]. В последние годы 
все больше внимания уделяется методам контроля с по-
мощью PCR-реакции [21, 30].

При создании и поддержании уникальных клеточных 
линий, высокочувствительных к разным вирусам, проду-
цирующих в высоких титрах вакцинные штаммы вирусов, 
или культур клеток-продуцентов рекомбинантных препа-
ратов, возникает проблема освобождения клеток от ми-
коплазм. Для этого используют: антибиотики, химиче-
ские реагенты либо физические методы [23, 37, 38]. К  по-
следним можно отнести воздействие повышенной (до 
40—42°С) температуры, фотоинактивацию с помощью 
предварительной обработки Hoechst 33258/5-Bromuracil 
или частотно-резонансный метод [6]. Согласно мнению 
немецких исследователей, удаление микоплазм фактиче-
ски равносильно нарушению свойств клеток либо созда-
нию новой линии клеток [36].

Учитывая вышеизложенное, важно не только понимать 
эффективность методов деконтаминации, но и учитывать 
возможное изменение свойств клеток после обработки 
препаратами. Именно поэтому контаминированные ми-
коплазмами или другими микроорганизмами выделенные 
стволовые, прогениторные или малодифференцированные 
клетки, выращиваемые для проведения научных исследо-
ваний по их дифференцировке, исследования метаболизма

разных типов клеток или потенциального их применения в 
регенеративной медицине, не подлежат процессу деконта-
минации и обязательно выбраковываются.

Таким образом, микоплазменная контаминация явля-
ется одной из серьезнейших проблем при получении но-
вых или культивировании известных культур клеток, ис-
пользуемых в научных или прикладных исследованиях. 
Показано, что микоплазмы влияют на метаболизм, струк-
туру и функции клеток, вызывая, в том числе и цитопато- 
логические изменения.

Использование неидентифицированных или неконт- 
ролированных клеток в научных исследованиях приводит 
к получению ложных результатов, а в производстве пре-
паратов — к нарушению стандартности и их безопасно-
сти. Все это еще раз подчеркивает чрезвычайную важ-
ность регулярного контроля клеток на возможное присут-
ствие посторонних агентов, в том числе загрязнение ми-
коплазмами. Это особенно важно для научных лаборато-
рий, проводящих исследования с несколькими линиями 
клеток из разных источников или создающих новые куль-
туры клеток из первичного материала человека или жи-
вотных. Производство клеток или биопрепаратов в усло-
виях с соблюдением современных правил GLP и GMP 
значительно снижает риск контаминации.

В свете изложенного особое значение приобретает по-
становка вопроса о разработке новых отраслевых стандар-
тов по созданию клеточных культур с регламентирован-
ными биологическими характеристиками, определяющих 
качественный уровень проводимых исследований и безо-
пасность получаемых продуктов с учетом известных на-
циональных или международных рекомендаций, приня-
тых ранее для культур клеток, используемых в производ-
стве вакцин [1, 9].
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Pathologic aspects of mycoplasma contamination of cell cultures
Kolokoltsova T.D.1, Saburina I.N .1,2
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It is known that ce ll cultures are widely used both in research and in the production o f medical 
immunobiological preparations. In recent years, cells grown in vitro, are regarded as highly prom is ing fo r the re -
pa ir o r restoration o f organs. A m ajor problem when using cultured cells remains contamination by m icroorgan-
isms. Contamination by bacteria o r fungi is inevitable with some frequency in each laboratory, it is easy to diag-
nose, bu t a lm ost every case means the loss o f culture. More serious is the probiem o f mycoplasma contam i na-
tion, caused, firs t o f all, the prevalence o f this organism, a high rate o f reproduction and the ability to use com po-
nents from the ce ll culture medium. In the present review the sources o f mycoplasma contamination, pathological 
aspects o f the e ffect o f mycoplasma on the structure and function o f cells, changing its growth in vitro, the m eth-
ods o f control and decontamination o f cells were anaiyzed.

Key words: ce ll culture, contamination, mycoplasma, mycoplasma contamination, pathogenesis
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