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UVOD

/adny problém spojeny s bunécnymi kulturami neni tak vSeobecné
rozSireny jako ztrata kultury v dusledku kontaminace. VSichni pracovnici
a vsechny laboratore pracujici s bunecnymi kulturami tuto zkusenost maiji.
Kontaminace kultury muze byt biologickd nebo chemicka, viditelna nebo
neviditelna, destruktivni nebo vypadajici neskodne. Ve vsech pripadech vsak
nepriznive ovlivhuje jak pouziti vasi bunecné kultury, tak kvalitu vyzkumu.

Problemy kontaminace mohou byt rozdeleny do tri skupin:

e drobna trapeni - Cas od casu Je kontaminovano nekolik desticek nebo
lanvi:

e vazne problemy - Cetnost kontaminaci se zvysuje nebo dochazi ke ztrate
celych experimentu nebo bunécnych kultur;

e Uplna katastrofa - objevené kontaminace (obvykle jind bunecna linie
nebo mykoplazma) snizuji verohodnost drive|jsich nebo soucasnhych

vysledku.

NejocClvidne|si hasledek kontaminace bunecne kultury je ztrata vaseho casu,
penez (za bunky, Kultivacni nadoby, media a séra) a energle vynalozeneé
na udrzovani kultur a pripravu experimentu. Nicméngé, prave ty méné zrejmé
nasledky jsou casto vaznejsi (Tab. 1). Preadne jsou zde nepriznivé nasledky
Nna Kultury trpici neodhalenou chemickou nebo biologickou kontaminaci.
Tyto skryté kontaminanty mohou dosahnout vysokych koncentraci a ovlivnit
rustové a jiné vlastnosti kultur. HorSi jsou pak potencidlné nepresné Cci
chybné vysledky ziskané nevedomou praci s takto skryte kontaminovanymi

kKulturami.

Produkty vyrabené pomoci techto kultur, jako |jsou vakciny, léCiva nebo
monoklonalni orotilatky, oudou oravdepodobne nepouzitelne.
Nejzavazne|sim nasledkem kontaminace Je pak pro nektere vedce
a vyzKkumniky ztrapneni se a poskozeni jejich reputace, pokud oznami
spolupracovnikum nebo Casopisum, ze jejich experimentalni vysledky jsou
chybné v dusledku kontaminace bunécnych kultur a musi byt tedy stazeny.
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Prevence kontaminace bunécnych kultur je jiz dlouho snem mnoha védcu,
oro vetsinu je to vsak sen velmi obtizny, ne-li neuskutecnitelny. Kontaminace
nemuze byt uplné eliminovana, muzZze vsak byt fizené snizena jak
frekvence vyskytu, tak zavaznost nasledku. Cilem této prace je ukazat puvod
kontaminace bunécnych kultur a problémy, které zpusobuje, a predstavit
nektere klicove koncepty a prakticke strategie kontroly kontaminaci vedouci
K prevenci ztraty cennych kultur a experimentu.

Nékteré nasledky kontaminace:

e ztrata Casu, penez a energile

® Nepriznivé dopady na Kulturu
e ztrata hodnotnych produktu
® OSObnNi dopaady

® nepresné nepbo chybne experimentalni vysledky
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o/ 3l Jaké jsou hlavni kontaminanty
bunecnych kultur?

Kontaminanty bunecnych kultur mohou byt definovany jako soucast
kultivacniho systému, ktera je nechténa z duvodu moznych nezadoucich
vlivu na systém nebo jeho pouziti. Tyto soucasti mohou byt rozdéleny
do dvou hlavnich Kkategorii: chemicke kontaminanty a bilologicke
Kontaminanty.

Chemicka kontaminace jde nejlepe popsat |ako pritomnost nejake nezive
substance, ktera ma nezadouci vliv na kultivacni system. Detaillnejsi definice
je vsak obtizna; | zakladni ziviny mohou byt v dostateCcnhe vysokych
Koncentracich toxicke. Toxicita navic neni jedinym propblémem. Hormony
a dalsi rustové faktory pritomné v séru mohou totiz zpusobit zmény, které
sice nejsou nutne skodlive pro kulturu, ale jsou nechtene vyzkumniky

pracujicimi s danym systemem. |[zhodnoceni v 1, 2|

Vetsina chemickych kontaminant se nachazi v kultivacnim mediu a pochazi
bud z reagencii a vody pouzité Kk jejich priprave, nebo z doplnkovych latek,
Nnapr. sera. Reagencie by vzdy mely byt té nejvyssi Kvality a Cistoty a musi byt
nalezite skladovany, aby nedoslo K jejich degradacl. ldealne by mely byt
certifikovany pro pouziti v bunécnych kulturach bud vyrobcem, nebo pred
pouzitim vedecky zhodnoceny. Chyby v protokolech k priprave medii, pfi
Cteni popisku na lahvich s reagenciemi nebo pri vazeni chemikalii jsou
dalsimi beznymi zdrojl chemicke kontaminace. 3]
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Typy a zdroje potencialni chemické kontaminace:

e KOvoVve lonty, endotoxiny a dalsi necistoty v mediu, seru a vode

e zmekcovadla Vv laboratornim plastu a zasobnich lahvich

e Volné radikaly produkované v mediu fotoaktivaci tryptofanu, riboflavinu

nebo HEPES po expozicl fluorescencnimu zareni

e necistoty v plynech uzivanych v CO2 iInkubatorech

e rezidua germicidu nebo pesticidu pouzitych k dezinfekci inkubatoru,

vypaveni a laboratore
e Usazeniny ve sklenenych nadobach, pipetach, nastrojich, atd. zbytky
dezinfekénich prostredku a detergentu, slozky zmékcovadel ve vodé

7z autoklavu, rezidua z hlinikoveée tolie nebo papiru

Séra pridavana do medii jsou Iz dlouhou dobu zdrojem jak chemicke, tak
pbiologické kontaminace. Diky screeningovym programum bunécné kultivace
V soucasnostl pouzivanym dobrymi vyrobcl séer je neobvyklé nalézt sarzi
fetalniho hoveziho séra, ktera by byla toxicka pro vetsinu bunecnych kultur.
Na druhou stranu je U ruznych Sarzi séra bézné nalézt vyrazné rozdily
v podpore rustu pro konkrétni bunécné systémy, predevsim pro kultury se
speclalnimi nebo odlisnymi vlastnostmi. Neregulovatelne rozdily mezi sarzemi
co do koncentrace hormonu a rustovych faktoru délaji tento problém
nevyhnutelnym; reSenim muze byt peclivé testovani sér pred pouzitim nebo
prechod na pbezsérova media.

Také nezapomente na to, ze serove proteliny v mediu maji schopnost vazat
podstatné mnozstvi chemickych kontaminantu, predevsim tézkych kovu, které
mohou do kultivacniho systému vstupovat z jinych zdroju, a tim je ucinit méné
dostupné bunkam, ¢imz snizi jejich toxicitu. Ve vysledku muze prechod
od medii se sérem na bezserova media demaskovat tyto toxickée chemicke

Kontaminanty a vystavit tak bunky jejich nepriznivému ucinku.
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Voda pouzivana pro pripravu medii a myti skleneneho vybaveni je castym
zdrojem chemickeé kontaminace a vyzaduje specialni pozornost pro zajisteni
jeji kvality. Tradiche byla doporucovana jako nejlepsi zdroj vysoce kvalitni voay
oro Kultivacni meédia a roztoky dvojita nebo trojita destilace. Nyni vetsinag
ourifikacnich systému kombinuje reverzni osmozu, iontomeénice a ultrafiltraci
a |& schopna odstranit zbytkove Kovy, rozpustené organicke latky a endotoxiny.
Nicmene tyto systemy musi byt spravne udrzovany a servisovany pro zajisteni
stalé kvality vody. Jelikoz se chova jako agresivni rozpoustédlo, muze vysoce
ourifikovana voda vyplavovat potencialne toxicke kovoveé ionty z laboratornino
skla nebo kovovych trubek a zmékcovadla z plastikovych skladovacich sacku,
nadob nebo zkumavek. Tato kontaminace pak muze skoncit v médiu nebo byt
ulozena ve skladovacich nadobach a pipetach behem promyvani a omyvani.
Voda pouzivana v autoklavech ke generovani pary muze obsahovat aditiva
ke snizeni shromazdovani vody v trubkach; tato potencialné toxickda aditiva
mMohou téz skoncCit na laboratornim skile.

FEndotoxiny, soucast lipopolysacharidu tvorenych grammnegativnimi bakteriemi,
jsou dalSim zdrojem chemické kontaminace bunécnych kultivacnich systému.
Endotoxiny se bezne vyskytuji ve vode, serech a nekterych Kkultivacnich
aditivech (predevsim tech vyrabenych mikrobialni fermentaci) a mohou byt
snadno kvantifikovany pomoci testu s ameébocytovym lyzatem z ostrorepa
(Limulus Amebocyte Lysate assay -LAL).

Tyto vysoce biologicky reaktivni molekuly maji hlavni viiv in vivo ha humoralni
a bunecne systemy. Prace zamereneé na endotoxiny Vv In Vitro systémech
ukazaly, ze mohou ovlivnit rust nebo chovani kultur a jsou prokazatelnym
zdrojem variability experimentu.[zhodnoceni v 6, 39] Jelikoz se bunécnou
Kultivaci ziskavaji nektera lécCiva, napr. hybridomy a vakciny, které mohou byt
znehodnoceny velkym mnozstvim endotoxinu, je treba udelat vse proto, aby se
hladiny endotoxinu v kultiva¢nich systémech drzely tak nizko, jak jen je mozné.
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V minulosti byvaly hlavhim zdrojem kontaminace endotoxiny v bunecnhné
kultivaci séra. Zdokonaleni detekce endotoxinu (LAL) vedlo ke zvySeni
povedomi o potenclialnich problémech bunecne Kkultivace spojené
s endotoxiny a vétsSina vyrobcu znac¢né snizila jejich mnozstvi v sérech
zpracovanim produktl za aseptickych podminek. Spatné udrzované vodni
systemy, predevsim ty uzivajici 1ontomenicove pryskyrice, mohou
obsanovat vyznamné mnozstvi bakterii produkujicich endotoxiny
a Vv pripadé podezreni nebo zjisténi problému v kulturach by mély byt
zkontrolovany.

Dalsim zdrojem kKontaminace mohou byt media skladovana ve sklenenych
nebo plastovych lahvich, které predtim obsahovaly roztoky tézkych kovu
nepbo organicke latky, |Jako Jsou barviva nha elektronovou mikroskopl,
rozpoustédla a pesticidy. Kontaminace muze byt adsorbovana na povrch
lahvi nebo uzavéru (nebo absorbovana do lahve, je-li z plastu) béhem
skladovani puvodniho roztoku. Pokud jsou béhem promyvaciho procesu
odstraneny pouze castecnhe, mohou se behem kontaktu s kultivacnim
mediem postupne uvolhovat zpet do roztoku. Zbytky chemikalili pouzitych
K dezinfekcl laboratornino skla, detergenty pouzité behem myti nebo
NliNnikova folie a balici papiry kK autoklavovani nebo suché teplotni sterilizaci

MOoNou téz zanechavat toxické usazeniny na pipetach, skladovacich lahvich
a vybaveni.
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Dulezity, avSak cCasto prehlizeny zdroj chemické kontaminace pochazi
Z vystaveni media obsahujiciho HEPES (4-2(-hydroxyethyl)-1-piperazin
ethansulfonova kyselina — organicky pufr bezne pouzivany k doplneni
pbikarbonatovych pufru), riboflavin nebo tryptofan fluorescenénimu zareni.
Tyto slozky média mohou byt fotoaktivovany a produkovat peroxid vodiku
nebo volné radikdly, které jsou pro bunky toxické. Cim deldi expozice, tim
VvySSi toxicita.[4] Kratkodobé vystaveni media tlumenéemu osvetleni nebo
pezneému osvetleni v mistnosti behem manipulace s kulturou bezne neni
zasadnim problemem. Ponechani meédia na pracovni plose po delsi dobu,
skladovani média v pruchozich chladicich mistnostech se zapnutym
osvetlenim nebo pouzivani chladnicek se sklenenymi dvermi, kae vystaveni
fluorescencnimu osvetleni je jiz znacnheé, vsak uz k postupnému snizeni
kvality média vést muze.

Zdrojem chemické kontaminace muze byt také inkubator, ktery je téz ¢asto
ookladany za hlavni zdroj biologické kontaminace. Smés plynu (bézné
obsanujici oxid uhliCity pomahajici regulovat pH meédia) prochazejici skrz
nékolik inkubatoru muze obsahovat toxické necistoty, predevsSim oleje
a jJIné plyny Jjako oxid uhelnaty, které mohou byt predtim pouzity ve
stejneém skladovacim tanku nebo tlakove lahvi. Tento problém je velmid
ojedinély u plynu v medicinské cistotg, je vSak velmi bézny u levnéjsich
smeési plynu v prumyslové jakosti.[5] Pozornost musi byt také vénovana
tomu, aby byla pril pripojovani novych tlakovych lahvi pripojena spravna
lahev se spravnym plynem. Dalsimi potencialnimi chemickymi
kontaminanty jsou toxicka, tékava rezidua zustavajici po ¢isténi a dezinfekci
inkubatoru. Pri navratu cerstvé vycisténého inkubatoru do provozu by
nemél byt citit zapach dezinfekénich prostredku.

Mejte na pametl, ze chemicke kontaminanty majl tendencl se ukladat
v bunécné kulture; mala mnozstvi pochazejici z mnozstvi rozdilnych zdroju,
Ktera |sou samostatne netoxicka, mohou pfl zkombinovani v mediu
orekonat detoxikacni kapacitu bunecnhé Kkultury a vest ke zmenam
INdukovanym toxickym stresem nebo dokonce ztrate kultury.




Biologicka kontaminace muze byt podrobnéji rozdélena na dvé skupiny
zalozené na obtiznostl jeji detekce v Kulture:

1. vetsinou snadno detekovatelna kontaminace - bakterie, kvasinky, plisne;
2. vetsinou velmi obtizne detekovatelna kontaminace a potencialni zdro|
vaznych kultivacnich problému - viry, prvoci, hmyz, mykoplazma a jiné

bunecne linle.

Podrobne shrnuti problematiky v odkazech 7 a 8.

Bakterie, plisne a kvasinky jsou prakticky vsudypritomné a |Jsou schopny
rychle Kkolonizovat a prosperovat v bohatéem a relativne bezbrannem
orostredi bunécnych kultur. Diky své velikosti a rychlému rustu jsou tyto
Mikroorganismy nejpbeznejsi kontaminaci bunecnych kultur, s jakou se
Muzete setkat. Pri absenci antibiotik by mikroorganismy meély byt v kulture
snadno detekovatelné nékolik dni od kontaminace, bud pfimym
mMikroskopickym pozorovanim, nebo zménami zpusobenymi v Kkulture
(zmena pH, zakalu a destrukce bunek, viz obr.1a 2).
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Obrazek 1: Mikrosnimek nizkourovnove
kvasinkove infekce v linii jaternich bunek
(PLHC-1, ATCC® # CRL-2406TM). Pucici
bUNKy KvAsINeK Jsou oznaceny SIpKou.
Na teto nizké drovni kontaminace neni
zmena zakalu kultivacnihno media videt,
nicmene bez pridavku antibiotik by
K viditelnemu zakalu pravdepodobne
doslo, a to uz behem jednoho dne.

Obrazek 2: Mikrosnimek malée plisnoveée
Kolonie rostouci v bunecnhe Kkulture.
Vtomto okamziku je Kkolonie pro prime
vizualni pozorovani stale neviditelna.
Pokud by v tomto okamziku byla kultura

pasazovana, vsechny Kultury
a experimenty z ni ziskane by byly brzy
ztraceny V dusledku plisnové

kontaminace.



Kontaminanty, které zustavaji nezjistény, jsou zdaleka nejzavaznéjSim
problemem bunecné Kultivace. Ve vysledku je to az doba, po Kterou
Kontaminace unikala odhaleni, ktera urcuje rozsah skod, které napachala
ve Vasi laboratorl, na vyzkumnych projektech a nebo Vasi reputaci.
(Obsahlejsi prehled viz reference 7 a 8.)

Nicmene | pri rutinnim pouziti antipblotik prl Kultivacl mohou rezistentni
Mikroorganismy vest k malée, pomalu rostouci infekcl, ktera je primym
vizualnim pozorovanim jen velmi obtizne zjistitelna. Podobny problem
s detekci mohou vykazovat prirozene pomalu rostouci organismy nepo
velml malé CcI Intracelularni bakterie, které Jje behem rutinniho
Mikroskopickeno pozorovani kultury velmi tezkée videt. Tato skryta
kontaminace se muze vyskytovat v kulture dlouhodobé a muze zpusobovat
drobné, avsak signifikantni odchylky v jejim chovani. Az bude po Case tato
skryta kontaminace odhalena, mnoho experimentu a kultur bude zpétné
ZKkompromitovano.
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Diky svym extrémné malym rozmérum jsou Viry nejobtiznéji
detekovatelnou kontaminaci bunecnych kultur, pricemz detekce vyzaduje
metoady, Které jsou ve vetsine vyzkumnych laboratofri neproveditelneé. Jejich
mMala velikost je téz Cini velmi obtizne odstranitelnymi z media, séra a jinych
roztoku biologického puvodu. Bézné ma veétsSina viru striktni pozadavky
na bunécné pochody jejich puvodniho hostitelského druhu (mohou byt téz
tkanove specificke), coz velmi Iimituje jejich schopnost infikovat bunecnou
Kulturu JjIneého druhu. AcCkollv mohou byt viry v bunecnych kulturach
be&znegjsi, nez si vétsSina védcu mysli, nejsou povazovany za vazny problém,
pokud nemayji cytopaticky nebo jinak nezadouci efekt na kulturu. [shrnuto
v 7, 40] Nicmnénée Uphoft a kol.[46] pri prozkoumani 577 lidskych bunecnych
linii na pritomnost viru mysi leukemie (murine leukemia viruses, MLV)
Z|Istill, ze devatenact (3,3 %) bylo kontaminovano MLV. Sedmnact techto
bunécnych linii vykazovalo produkci aktivnich retroviru uréenych pomoci
RT-PCR detekce reverzni transkriptazove aktivity (product-enhancead
reverse transcriptase PCR assay). Domnivaji se, ze nejpravdepodobne|l stoji
za MLV  kontaminaci pasazovani lidskych  nadorovych  bunek
s Imunodeficientnimi mysmi ke zjisteni rakovinotvornosti bunek. Je take
mMozné, ze je duvodem pouziti vrstev mysich podpurnych bunék v prubéhu
vytvareni lidskych bunecnych linii nepbo jde o praktiku, v ramcl které se
snazi zbavit kontaminovanych bunecnych linli pasazovanim pres mysi.
Mohlo by jit o potencialni a vazny problém pro linie lidskych kmenovych
bunék rostoucich na mysich podpurnych vrstvach.

Jelikoz cytopatickeé viry vetsinou zniCi Infikovanou kulturu, samy se tim
omezuji. Pokud dojde k samovolnému zaniku kultury bez zjevného duvodu
a nejsou zde dukazy bézné biologické kontaminace, za viniky jsou obvykle
oznaceny skrytée viry (obr. 3a a 3b). Viry jsou perfektnimil viniky, |jsou
neviditelné a nezjistitelné; vinné bez primého dukazu. To je velmi nestastné,
jelikoz skute¢nym duvodem zniceni kultury muze byt néco uplné jiného,
treba mykoplazma nebo chemicka kontaminace. A pokud se na ni heprijde,
mMuze ve vysledku zpusobit mnohem zavaznéjsi problémy.
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Obrazek 3a a 3b: Mikrosnimek bunecné kultury fibroblastoveho typu platyse
americkeho (Pseudopleuronectes americanus) Obrazek 3a zobrazuje ocividne
zdravou, cerstve pasazovanou kulturu. Obrazek 3b ukazuje tutez Kulturu cca o 24
hod pozde/l. ElektronovAQ mikroskopie v techto bunkach odhalila castice podobné
virum. Mnohocetné pokusy vytvorit bunécnou linii z tohoto druhu byly nedspésné
a vykazovaly cytopaticky efekt, podle vSeho zpusobeny nezndmym virem.

Hlavni obavy z pouzivani bunecnych Kkultur infikovanych viry neplyne
z efektu na kulturu, ale spise z potencidlniho zdravotniho rizika, které

oredstavujl pro laboratorni personal. Pri praci s tkanemi nebo bunhkami,
které pochazeji z lidi nebo primatu, by méla byt vzdy zavedena zvlastni
pezpecnostni opatreni, aby se zamezilo moznéeému prenosu virovych infekci
(HIV, hepatitida B, virus Epstein-Barrove, opiCi herpesvirus B a dalsi)
Z bunecnych kultur na laboratorni personal.[9] Pokud mate pochybnosti
O vhodnych postupech prl pracli s potencialne rizikovymi tkanemi,
kulturami nebo viry, obratte se na pfrislusny bezpecnostni Urad/zarizeni.[44,
49
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Volne se vyskytujici | parazitiCti jednobunecni prvoci, hapr. ameby, monhou
byt Cas od Casu identifikovani jako kontaminace kultury. Ameby, obvykle
oudniho puvodu, mohou tvorit spory a jsou snadno izolovatelné
ze vzduchu, obcas ze tkani, a stejné tak z vytéru krku a nosu laboratorniho
oersonalu. Mohou zpusobit cytopatické efekty podobné virovému
oposkozeni a béhem deseti dnu kompletné znicit kulturu. Neexistuje-li
na tuto kontaminaci podezreni, jsou améby diky pomalému rustu
a morfologicke podobnosti s kultivovanymi bunkami v kulture jen velmi
obtizne zjistitelné.7 Nastesti jsou hlasené pripady tohoto typu kontaminace
velmi vzacné, je vSak dulezité byt na moznost jejiho vyskytu pripraven.

Hmyz a pavoukovcl pbezne se vyskytujici v laboratornich prostorech,

predevsim mouchy, mravencl, svabl a roztoCl, monhou sami kontaminovat
kulturu, &i byt vyznamnym zdrojem mikrobidlni kontaminace. Castym
zdrojem zamoreni jsou Inkubacni mistnosti. Pobihanim dovnitr a ven
Z Kultivacnich nadob a sterilnich zasob pri hledani potravy Cl UKrytu mohou
nanodne sirit mikroblalni kontaminaci. Obcas jsou odhalenl na zaklade
cesticek a stop (Mmikroblalnich kolonii), které zanechall na agarovych
plotnach, vetsinou vsak nezanechavaji zadné jineé viditelné znamky sveé
navstevy nez nahodnou mikroblalni kontaminacl. RoztoCl mohou byt
vaznym propblemem v zarizenich s rostlinnymi bunecnymil KkKulturami,
zejmena Vv tech, které mnozi rostliny ve velkém mnozstvi. ACKoliv bakterie,
Kvasinky a plisne obcas zanechavaji dojem, ze ,preskakuji z kultury
do kultury, tyto vicenohée kontaminanty skutecnhe mohou. | kdyz nejsou tak

bézni jako jiné kontaminanty kultur, je dulezité si na pritomnost téchto
pezobratlych v kultivacnich prostorech davat pozor.




Mykoplazmy byly poprvé detekovany v bunecnych kulturach Robinsonem
a jeho spolupracovniky v roce 1956. Pokousell se studovat efekty PPLO
(pleuropneumonia-like organisms — puvodni nazev mykoplazmy) na Hela
ounkach, kdyz zjistill, ze kontrolni Hela kultura Jiz byla PPLO
kontaminovana.[10] Navic zjistili, ze byly téz infikovany dalsi bunecné linie
v té dobe pouzivane v jejich laboratori, coz je bezna viastnost kontaminace
MmyKoplazmou. Na zaklade testovani mykoplazmy provedene FDA, ATCC
a dvou hlavnich spolecnosti testujicich bunecne Kkultury bylo zjisteno, ze
nejmene 11-15 % bunecnych kultur v té dobe pouzivanych ve Spojenych
statech bylo infikovano mykoplazmou (tab. 1). Jelikoz mnoho z techto kultur
obylo z [aboratori, které rutinne na mykoplazmata testovaly, aktualni pocCty

W v 7

jsou pravdépodobné vyssi v mnoha laboratorich, kde netestuji vubec.[11-13]
V Evrope byly hodnoty kontaminace mykoplazmou jeste vyssi: pres 25 %
7 1949 kultur z Nizozemska a 37 % z 327 kultur z byvalého Ceskoslovenska
bylo pozitivnich.[14] Ceskoslovenskd studie méla zajimava, byt typickd
zj1steni: 100 % kultur z laboratofri bez programu testovani mykoplazmy bylo
KoNntaminovano, ale pouze 2 % kultur z [aboratori, kde testovall pravidelne.
Dalsi zemé jsou na tom hure: podle dalsSich studii bylo mykoplazmou

Kontaminovano 65 % kultur v Argentine a 80 % v Japonsku.[11]

Bohuzel, mykoplazmy nejsou pouze relativhe neskodné kontaminanty, ale
prave naopak. Maji schopnost zmenit u hostitelské bunecnée kultury funkce,
rust, metabolismus, morfologii, prfilnavost, membrany, uvolnovani viru
a jejich mnozstvi, indukce a mnozstvi interferonu, chromozomalni anomalie
a poskozeni a cytopatické efekty véetné tvorby plaku.[12] Tedy spravnost
Jakehokolliv vyzkumu provedeneho s temito nevedomky Infikovanymi
Kulturami je prinejlepsim pochybna. (Vice v referencich 11, 12 a 15-18 pro lepsi
orenled v propblematice velmi vaznych kontaminaci mykoplazmou.)
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Co dava mykoplazmam schopnost tak snadno infikovat tolik kultur? Tri
zakladni vlastnosti:

a) tito jednodusi, bakteriim podobni mikrobl, jsou ne/mensi znamy
organismus, ktery se sam déli (0,3-0,8 um v prumeru);
b) chybi jIm bunecnha stena;

c) jsou narocni v rustovych pozadavcich.

Mala velikost a absence bunécné stény umoznuje mykoplazmam narust
v bunécné kulture do velmi vysokych denzit (hodnoty 107 az 10° kolonie
tvoficich jednotek/mL jsou bézné), casto bez viditelnych znadmek
Kontaminace — zadny zakal, zmeny pH Ci cytopaticke efekty (obr. 4a a 4b).
Samotnheé pozorné mikroskopické pozorovani zivych bunecnych Kkultur
nemuze odhalit jejich pritomnost. Tyto dvé stejné vilastnosti cini
MmykKoplazmy, stejne jako viry, velmi obtizne zcela odstranitelne ze séra
membranovou filtraci.[48] Jejich striktni rustové pozadavky (bohuzel
snadno splnitelné bunecnou kulturou) Jje navic cini velmi obtizne
pestovatelné a detekovatelne s pouzitim standardnich kultivacnich metod.
Tyto tri jednoduché viastnosti tedy v Kombinacl s jejich schophnosti
pozmenit prakticky kazdou bunecnou funkcl a parametr, cCini
Z mMykoplazem nejzavazne|si, nejrozsirenejsi a nejnicivejsi kontaminaci
Kultur.
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Obrazek 4a a 4b: Tento snimek ze skenovaciho elektronoveho mikroskopu
zobrazuje bunky 316 (ATCC® # CCL-96TM) s mykoplazmovou infekci (4b) a bez ni
(4Q). Zde uvedenda droven  kKontaminace bunek mykoplazmou @ je
pro kontaminovane bunky typickQ. Zkoumani teto kontaminovane Kkultury
mikroskopem s fazovym kontrastem dukazy kontaminace neukdzalo, stejné tak
nevykazovalo medium zadnée zmeny zakalu.

|ll

Mykoplazmy jsou popisovany jako ,plevel” bunecné kontaminace, coz je
velml mirny popls pro nejvyznamnejsi a nejrozsirene|si kontaminantu
bunecnych kultur na svete. Bohuzel | pres pokroky v detekCnich metodach
(bude rozebrano podrobnejl) se mira infekce mykoplazmou (tab. 1) od doby,
KAy byla poprvé zaznamenana Vv bunecne kulture, vyrazne nezmenila.
Agresivni postup proti kontaminacl mykoplazmou musi byt hlavni predmet
zajmu kazdeho programu rizeni kvality laboratore pracujici s bunecnymi
Kulturami.| 16}
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Pocet testovanych kultur Pocet pozitivhich

Food 2nd D sdinisteton (DA pes 3000 15%
onkiue Testig Latrrstores, 2 114
Micro(lc])gi)cgglggf;i%agl éﬁ)\si?%ciates 370(12.9 %)
ATCC (1989 a7 1994) (42) 752 (4 %)

Tab 1.: Kontaminace bunecnych kultur mykoplazmou

S prichodem vylepsenych karyotipizacnich metod na sklonku padesatych
let zacalo byt brzy zrejme, ze nekteré bunecne linle |sou Krizove
kontaminovany bunkami jinych druhu.[7] V roce 1966 pouzil Gartler
lzoenzymovou analyzu, aby ukazal, ze 20 bezne uzivanych lidskych

opunecnych linii bylo vnitrodruhove kontaminovano HelLa bunhkami.[19, 20]

Kontaminace je vlastne nespravné oznaceni, jelikoz bylo ve skutecnhosti 100
% puvodnich bunék nahrazeno Hela kontaminaci. Bohuzel védeck3d
Komunita zareagovala na tento vazny problem pomalu. Testy provedené
v jednom vyzkumném stredisku na 246 bunécnych liniich v prubéhu 18
mMeésicu k roku 1976 ukazaly, ze témeér 30 % bylo chybné oznaceno: 14 % byl
Spatny druh a 25 % lidskych bunécnych linii byly HelLa bunky.[21] Pruzkum
Kultur v roce 1981 odhalil vice nez 60 bunecnych Ilini, které byly
ve skutecnosti Hela bunky, 16 dalsich lidskych bunecnhych linii
kontaminovanych non-Hela lidskymi bunécnymi liniemi a 12 pripadd
mMezidruhové kontaminace (viz seznam na nasledujici strance).

18 /62



Problem neni omezen pouze nha kontaminaclt Hela bunkami. Nastup
analyzy DNA ukazal, ze bunky z ruznych zdroju jsou kontaminovany
mMnozstvim jinych bunecnych linii.[42] Databaze krizove kontaminovanych
nepbo chybne identifikovanych Ilinii (Database of Cross-contaminated
or Misidentified Cell Lines; od prosince 2016) spravovana Mezinarodni komisi
oro autentizaclt bunecnych linii (International Cell Line Authentication
Committee, ICLAC) (iclac.org/databases/cross-contaminations) uvadi 488
obunecnych linii, které jsou krizove kontaminované nebo chybne urcené.[52]
Kazdy vedec pouzivajici bunecne linie by je mel zkontrolovat na techto

strankach nejmene jednou rocne K potvrzeni jejich spravnostl.

Nékteré bunécné linie kontaminované Hela:

e Detroit 6 (CCL-3)

e Minnesota-EE (CCL-4)
o | 132 (CCL-5)"

e [ntestine 407 (CCL-6)"
e Chang Liver (CCL-13)

o KB (CCL-17)*

e Detroit 98 (CCL-18)

e NCTC 2544 (CCL-19)

e Conjuctiva (CCL-20.2)*
o AV3 (CCL-21)"

e HEp-2 (CCL-23)*

e J-111 (CCL-24)

o \WISH (CCL-25)"

e Glardia Heart (CCL-27)
e \Wilm's Tumor (CCL-31)
o FL (CCL-62)*

CCL Cisla Jjsou oznaceni v ATCC katalogu. Vse s vyjimkou CCL-20.2, CCL-31 a CCL-62 prokazal jako HelLa Gartler v roce
1968.20 Linie oznacené hvezdickou jsou k nalezeni v Cell Biology Collection na weboveé strance ATCC (www.atcc.org),

kde |sou oznaceny Jako Hela kontaminanty.
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Zavaznost Krizove kontaminace, ac neni tak bezna jako mikrobialni
kontaminace, zvelicovana neni. Vérohodnost experimentalnich vysledku
Z Kultur s vnitro- nebo mezidruhovou Kkontaminaci je prinejmensim sporna.
Krom toho muze vést jejich uzivani k nepfijemnostem se stazenim
oublikovanych vysledku. VétSinou jsou proniknuvsi bunky |épe adaptované
na kultivacni podminky a tedy rychleji rostouci nez puvodni bunky, takze je
téemér vzdy kompletné nahradi. Z duvodu vnéjsi fyzické podobnosti ruznych
bunecnych linii a velké variabilite morfologie v zavislosti na kultivacnich
podMminkach je nemozné spoléhat se pouze na Mmikroskopicke pozorovani

Orl snaze odhalit krizovou kontaminaci kultur. Drobné nehody jsou jednim
z nejCastejsSich prostredku, jak se jind bunécna linie dostane do kultury,

VN V AN 4

a budou probrany oddelene v nasledujici castl.

Nezapomente, ze zavaznost kazdé kontaminace kultury je veéetsinou
primo Umeérna obtiznosti jeji detekce; ty, které zustavaji neodhaleny
nejdéle, mivaji nejzavaznéjsi nasledky. Kultury obsahujici neletalni (ale ne
neskodnou) skrytou chemickou nebo biologickou kontaminaci jsou obcas
pouzivany pro vyzkum po mesice Ci roky pred jejim odhalenim. Kvalita

a spolehlivost vSech vyzkumu s témito kulturami z tohoto obdobi je
znehodnocena, stejné jako reputace veédcu, kteri je pouzivali.
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o/ {3 WX Jaké jsou zdroje biologické
kontaminace?

Ke snizeni ¢etnosti biologické kontaminace je dulezité znat nejen podstatu
a identitu kontaminant, ale také odkud pochazi a jakym zpusobem vstupuje
do kultury. V této casti detallne probereme nejbezne|si zdroje biologicke

Kontaminace.|3]

Jak vstupuji biologické kontaminanty do kultur?

e kontakt s nesterilnimi materialy, méadii nebo roztoky

e spad Castic nebo aerosolu v prubéhu prace s kulturou, transportu nebo

INkubace

e Mikroorganismy plovouci, lezouci nhebo rostouci v kKultivacnich nadobach

e Nehody a omyly

Bezdécné pouziti nesterilnich materiald, médii nebo roztoku béhem
rutinnich Kultivacnich procedur je hlavnim zdrojem biologické kontaminace.
Kontaminace téchto produktu muze byt vysledkem nedostatecné sterilizace
nebo chybného skladovani, pripadné mohou byt kontaminovany v prubéhu
uzivani.

| aboratorni sklo, vcetne skladovacich lahvi a pipet, je prevazne sterilizovano
autoklavovanim nebo tepelne za sucha. Pripady vaznée kontaminace jsou
casto vysledovany K nespravne obsluze nepbo cCinnosti autoklavu nepo
sterilizatoru. Preplnovani autoklavu nebo sterilizatoru zpusobuje
nerovnomerne zahrivani, ktere vede ke vzniku kapes s nesterilnim obsahem.
Beznou chybou Je pouziti prilis kratkénho sterilizaCcnino programu, predevsim
ofi autoklavovani roztoku o objemu vetsSim nez 500 mL v nadobé nebo
roztoku obsahujicich pevné nebo viskdézni materidly, jako jsou agary nebo
skroby.
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Vzdy musi byt vzata v Uvahu velikost, hmotnost, puvod a objem
sterilizovaného materialu a ¢asovy cyklus vhodné prizpusoben k dosazeni
sterility.[23, 60| Jednou ziskana sterilita musi byt zachovana vhodnym
skladovanim materidlu a roztoku v prostorech bez prachu a hmyzu jakozto
prevence kontaminace. Takeé je vhodneé se vyvarovat kondenzace na lahvich
s roztoky skladovanymi Vv chladnickach a chladicich mistnostech.

Samozrejme |sou doporuceny | vhodné aseptické postupy kK zachovani
sterility jiz sterilnich zasob a roztoku pfri jejich uzivani.

Jednorazove plastoveée kultivacni nadoby, pipety, centriftugacni kyvety ata.
JsSoOu vetsinou sterilizovany vyrobcem za pouziti zdroje velmi intenzivni
gama nebo elektronove radiace jakmile jsou uzavreny do pbaleni. Je to velmi
spolehlivy zpusob a pfi otevirdni a opetovném uzavirani obalu je treba dbat
opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci produktu uvnitr.

Vetsina meédil, sér a jinych zivocisnych bpblologickych latek neni tepelne
sterilizovatelna a vyzaduje K odstraneni Dbiologické kontaminace
membranovou filtracl. Pouzitelna je téz radiace. Produkty sterilizované
filtraci ve Vasi laboratori by vzdy mely byt pred pouzitim testovany
Nna sterilitu (podrobnejl nize); komercne dodavane sterilni produkty |jsou
ored prodejem testovany vyrobcem. Ackoliv filtrace pres 0,2 um membranu
je velmi efektivni prfl odstraneni vetsiny Dbiologickych kontaminant,
nezarucuje kompletni odstranéni viru a mykoplazmy, a to predevsim
ze séra.[16, 18, 24] V perfektnim souhrnu Urovné a zdroju kontaminace
MmykKoplazmou(25] zjistili Barile a jeno spolupracovnicl, ze 104 z 395
testovanych sarzi (26 %) komercniho fetalniho hovezino séra bylo
Kontaminovano mykoplazmou. Zacatkem sedmaesatych let vyvodill, ze
zZvireci séra Jsou hlavnim zdrojem kontaminace bunecnych Kkultur
Mmykoplazmou. Mnoho vyrobcu sér zareagovalo na tento problém
v Nasledujici dekade zavedenim filtraCcnich a testovacich procedur;
V soucasnostl pouzivaji kK odstraneni mykoplazmy sérii filtraci pres nejmene
tri filtracni membrany s poéry o pruméru 0,1 um nebo mensi. Tento pristup
se ukazal byt velml uspesnym pri snizovani problemu mykoplazmy v serech
a dalsich zivocCisnych produktecn.|16, 54| | kdyz tyto produkty jiz nejsou
Nlavnim zdrojem kontaminace mykoplazmou, stale musi byt povazovany

za potencialni zdroje a je nutne je zkontrolovat, jakmile je mykoplazma
detekovana v kulture.




Ve vetsine laboratori jsou nejvetsimi zdrojil mikroblalni kontaminace
vzdusne castice a aerosoly tvorici se behem manipulace s kulturami.
Mikroby pokryté castice |jsou relativne velke (obvykle od 4 do 28 um
vV prumeru) a usazuji se tempem priblizné 30 cm za minutu v nehybném
vzduchu. Ve vysledku je v uzaviené mistnosti nebo laboratori bez pruvanu
(zadni lide, otevrena okna nebo dvere, klimatizace a vzauchotechnika atd.)
vzduch prakticky bez Dbiologické kontaminace. Nicméene jakmilile
do mistnostli nejaka osoba vstoupl, usazene castice se snadno rozptyli.
Navic nektere vypbaveni a aktivity mohou produkovat velkée mnozstvi castic
a aerosolu obsahujicich mikroby: pipetovaci zarizeni, vakuové pumpy
a odsavacky, centrifugy, michacky, sonikatory, a tepelné zdroje |Jako
radiatory, trouby, chladniCcky a mrazaky. Zarizeni pecujici o zvirata a zvirata

vV Nnich umisténa jsou téz vaznymi producenty ¢astic a aerosolu a méla by
oyt drzena pokud mozno co nejdale od kultivacnhich prostor.

McGarrity pouzil bunecnhou kulturu zamerne infikovanou mykoplazmou
Jako model pro studium toho, Jak se mykoplazmy Sifi v boxech s laminarnim
proudenim vzduchu behem beznych Kkultivacnich procedur.|26] (Tato
reference je doporucena pro lepsi porozumeéni zpusobu Sifeni mykoplazmy
v laboratori.) Po trypsinizaci infikovane kultury v laminarnim boxu byly zive
Mmykoplazmy 1zolované z laboranta, vnejsku lahve, hemocytometru,
pipetoru a na vnéjsku odpadni nddoby na $picky. Zivé mykoplazmy mohly
byt Uspé&sné ziskany z povrchu laminarniho boxu ¢tyfi az Sest dni poté. Cista
Kultura, ktera byla po pract s kontaminovanymi bunhkamil soubezne
pasazovana jednou tydne ve stejném pboxu, byla pozitivhe testovana
Nna Mykoplazmu po pouhych sesti tydnech. Z této studie je shadné
pochopit, jJak vstup jedné mykoplazmou infikované kultury do laboratore
mMuze rychle vést k infekci vSech ostatnich kultur v laboratori. To vysvétluje
castée pripady toho, ze pokud je jedna z Kultur v laboratori kontaminovana
MmykKoplazmou, vetsina, ne-ll vsechny ostatni Kkultury, |Jsou take.
V soucasnosti je hlavnim 2zdrojem kontaminace mykoplazmou

iInfikovana kultura ziskana z jiné vyzkumné laboratore.




Dalsim hlavnim zdrojem castic a aerosolu je laboratorni personal. Venkovni
obleCceni a spinave laboratorni plaste jsou magnetem na prach. Vlozeni
rukavu pokrytého prachem do [laminarnino boxu vyprodukuje oblak
orachovych castic, které mohou snhadno spadnout do Kkultury
a kontaminovat ji béhem rutinnich cinnosti. Mluveni a kychani muze
orodukovat vyznamné mnozstvi aerosolu, ktery, jak bylo ukdazano, muze
obsahovat mykoplazmu.[26] Zdrojem kontaminace mykoplazmou je takeé
plpetovani usty, kterée je navic rizikem pro personal a nemelo by tedy byt
dovoleno za zadnych okolnosti. Sucha odlupujici se kuze je dalsim zdrojem
Kontaminujicich castic; tento bezny jev je zhorsen castym mytim rukou
vyzadovanym Vv laboratorl; dokonce | pripravky navrzené kK hydrataci suche
kuze jsou pfrilezitostné kontaminovany. Rutinné nosené cCisté rukavice pred
oraci v boxu Jsou pro bezpecnost personalu a prevencl kKontaminace vysoce
doporuceny. Nektery laboratorni personal trousi Castice obsahujici kvasinky
jeste nekolik dni po domacim peceni chleba nebo vareni piva. Kultivacni
ookusy téchto jedincu v tomto obdobi ¢asto konc&i selhanim v dusledku

kontaminace kvasinkami.

INnKulbatory, predevsim ty provozované s Vvysokou VvIihkosti, mohou byt
vwznamnym zdrojem biologické kontaminace v laboratofi. Spinavé
Zasobniky Nna vodu, police nebo kultivachl nadoby potrisnene rozlitym
mMédiem, to vSe umoznuje rust sporotvornym plisnim. Ventilatory pouzivané
V. mnoha Inkubatorech K cirkulacl vzduchu a prevencl rozvrstveni teplot
Monhou tyto spory a dalsi castice sirit. Nektere inkubatory zvihCuji prichozi
olyny probublavanim pres vodni nadrze na dne Inkupatoru; takto

N S\s®

generovaneé aerosoly mohou rychle rozsirit veskerée kontaminanty obsazené
ve vode.

Jestlize [aminarni boxy a Inkubatory predstavuji hlavni misto, kde se
objevuje blologicka kontaminace, prenos kultur mezi temito dvema misty
téz predstavuje prilezitost pro kontaminaci. Vetsina laboratori kKultivujicich
ounky se velmil tvrde snazi udrzet sveé Inkubatory a laminarni boxy cCiste,
obcCas ale prehnlizeji potencialni zdroje kontaminace lezici v méne Cistych
prostorach laboratori a prinasené chozenim z jednechnh prostor do druhych.
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Mistnostl obsahujici otevrena okna, Klimatizace, pracovni prostory pro
Mikroblologickou a molekularne biologickou pracl, a JIné hlavni zdroje
castic zminovane drive, prinasi potencialni nepbezpeci pro kultury pohybujici
se napric laboratori. Tento problem téz zvysuji vzdalenost prenosu
a heprodysne nezakryté Kkultivacni nadoby jako jsou Petrino misky

a MikrodestiCky.

Neprodysne nezakrytée plotny a misky, stejne jako lahve s povolenymi
uzavery kvuli vvmeéné plynu, predstavuji dalsi béznou cestu kontaminant
oro vstup do kultur. Velml snadno pak prostor mezi vrchni a spodni casti
bocnich sten misky nebo lahvi a jejim uzaverem zvihne diky kapitlarnim
silam meédia nebo kondenzace. Tato tenka vrstva kapaliny pak tvori tekuty
Most nebo dalnicl pro mikroorganismy plovouci nebo rostouci v kultivacni
nadobe.

| bez pritomnosti detekovatelné kapalnhé vrstvy monhnou plisne, stejne jako
jiné mikroorganismy, rust z vnéjsku kultivacnich nadob (obr. 5a a 5b);
ofipadné jejich hyfy rostou nahoru po sténé misky nebo dolu z uzavéru
do hrdla lahve. Toto Je Casto videt u dlouhotrvajicich Kultivaci (mesic a vice)
provadenych ve stejnych, nedostatecnhe uzavrenych lanvich. Velmi maly
NMyz a |JIini bezobratli mohou téz uskutecnit docasnou navstevu
neuzavrenych kultur, predevsim misek a desticek, a zanechat za sebou
(pokud nespadnou dovnitr a neutopi se) pouze kKontaminanty prenasene na
jejich koncetinach.
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Obrazek 5a a 5b: Mikrosnimek kontaminantu rostoucich na vnéjsim povrchu
kultivacnich nadob. Tyto organismy mohou pripadné prerust do kultury.

Nehody jsou jako vyznamny zdroj problému bunécnych kultur casto
orehlizeny. Nehoda je definovana jako ,nechténda nebo nestastna udalost,
bezdécné zpusobenada a veétSinou kondcici Ujmou, poskozenim, zranénim
nepbo ztratou® (Webster's Encyclopedic Unabridged Dictionary, 1989).
Nehody spojené s bunecnou Kultivaci jsou ty, které vedou ke Kkrizoveé
Kontaminacl jinymi bunechymil kulturami. Nasledujici skutecnhe pripaady

demonstruji, Jak relativne jednoduchée nehody mohou vyustit ve vazny

N S \s

oroblem Krizovée kontaminace:

e L aborant si vzal vialku oznacenou WI-38 z mrazaku s tekutym dusikem
v domneni, ze obsahuje siroce pouzivanou diploidni lidskou bunecnou
lINIl. Pri kKultivacl pak bylo nahle zjisteno, ze jde o rostlinnou bunecnou
INII odvozenou od beznéeho druhu tabaku nazyvanenho Wisconsin 38,
taktéz oznacenou WI-38.




e Dve samostatné vyzkumneé laboratore, obe se snazici vytvorit bunecnou
NItz primarni kultury, sdileji Inkubacni mistnost. Jedna laborator
pouziva zkratky HL-1, HL-2, atd. k oznaceni primarnich kultur
odvozenych z lidskych plic (human lung). Druha laborator pracujici
s kKulturami odvozenymi z lidskych jater (human liver) téz (heveadomky)
pouziva stejny typ oznaceni. Netrvalo dlouho a doslo k promiseni kultur

napric obéma laboratoremi, coz dokazuje dulezitost peclivého
pOjMenovavani bunecnych linii.[podrobne|i v 59

N s

Nastesti oba vyse popsaneé pripady krizove kontaminace kultur, trepaze
zavazné, byly zachyceny drive, nez zpusobily katastrofalni problémy. Ale jak
casto se podobné nehody stanou a nejsou odhaleny? Na zaklade stale se
objevujicich zprav z literatury[7, 8, 19-22] lIze fici, ze mnoho védcu
na nalezeni a napravu svych omylu dost stésti nemélo.

N o 7

Vyse uvedené Informace by Vam mely dodat vyssi obezretnost
a porozumeéni puvodu biologické a chemické kontaminace a jejich
zavaznych nasledku. Zbytek tohoto pruvodce pokryva nékteré zakladni
Mmyslenky, techniky a strategie pro aktivni detekcl a o] s kontaminaci
opunecnych kultur ve Vasi vilastni laboratori.
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o/ 1k f Jak muze byt kontaminace
bunecnych kultur kontrolovana?

Bunecné kultury mohou byt spravovany tak, aby se podarilo omezit
frekvenci vyskytu i zavaznost problému spojenych s kultivaci, predevsim
Kontaminacemil. Chybejici zakladni sprava Kultivacnich procedur, predevsim
ve vétSich laboratorich, bézné vede k dlouhotrvajicim problémum a cini
kontaminaci pravdépodobnéjsi. ReSenim je aktivné ridit praci s kulturami
za UcCelem snizeni problému, a pokud mozno nastavit program prace ve Vasi
laboratorl.|27, 28] Tento program by mel byt navrzen tak, aby pokryval Vase
specifické pracovni potreby a podminky, a byl zalozen na Vasich minulych
problémech s kulturami; muze byt velmi jednoduchy a neformalni, nebo vice
strukturovany, pokud je to nutne.

Prvnim krokem frizeni prace s kulturami je urcit rozsah a puvod ztrat kultur
ve Vasi laboratori. Kazdy v laboratori by si mel vést mesic nebo deéle
podrobne zaznamy o vsech problémech, ktere vedly ke ztrate nektere
Z kultur. A to bez ohledu na to, Jak byly drobne nebo nepodstatne. Tyto
proplemy nemusi byt spojené pouze s kKontaminaci, ale | s dalsimi vecmi Jako
poruchy/selhani inkubatord a vybaveni. Dale shrinte problémy ve skupiné
a urCete jejich puvod, zavaznost a cCetnost. Souhrnna zjisténi mohou byt
orekvapujici: v tom, co se zdalo byt jednotlivym, drobnym a nahodnym
pripadem kontaminace se nahle objevi vzorec a ukaze se, ze jJde o rozsahle|si
oroblém, nez si kazdy myslel. Toto sdileni problému je ¢asto bolestivy proces,
ale nezapomente, ze cilem neni hledat viniky, nybrz si uvedomit rozsah
a puvod problému, kterym laborator Celi. Kritickou ¢asti tohoto procesu je
pOrozumeni zavaznosti a skutecne ceny ztraty kultur; casto je nutne nejprve
finanche zhodnotit ztraty, nez se ukaze plhy rozsah skod. Je proto velmi
dulezité pro kazdého v laboratori znat a plné chapat odpovédi na nasledujici

otazky:

y 4 ® V4

e Kollk cCasu, penez a uslli bylo Investovano do vasich Kultur

a experimentu?
e Jaké jsou nasledky jejich ztraty/znehodnoceni?

e Jak drahé nebo naroc¢né by bylo je nahradit/zopakovat?
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Jakmile jsou jednou nasledky a problemy v laboratori lépe pochopeny,
Muzete se rozhodnout pro potrfebu systému frizeni prace, pokud je
nezbytny. Zakladni zpusoby resSeni problémul[2] mohou pomoci
identifikovat jejich zdroje; zmeny vedouci K minimalizacli nebo prevenci
ZNOVU se objevujicich problému pak mohou byt zavedeny.

Nasledujici navrhy, koncepty a strategie kombinovane se zakladnimid
ridicimi postupy mohou slouzit k redukci a kontrole kontaminace (viz body
nize). Navrhy mohou vyzadovat modifikaci pro Vase potreby a situace.

Kroky ke snizeni problému s kontaminaci:

® pouzive|te vhodné asepticke postupy
® snizte pocCty nenod

e udrzujte laborator Cistou

e rutinne monitorujte kontaminaci
e pouzivejte uloziste zamrazenych bunek s rozmyslem

e antibiotika pouzivejte stridme, pokud vubec

Aseptické postupy |SOuUu havrzeny K zajisteni bariéery mezi mikroorganismy
7z prostredi a Vasi kulturou, sterilnim vybavenim a chemikallemi, Které
pouzivate pro praci s nimi. Existuje mnozstvi Uspésnych postupu, jak
dosahnout a udrzet bunecné kultury asepticke; nakonec je Vas postup
vhodny", pokud pred kontaminaci rutinne chrani Vas | Vase kultury. Vyuka
aseptickych postupu je mimo ramec této prirucky; cilem této prirucky je
shrnout nekteré zakladni zasady a uvest nekteré zlepsovaci navrhy. Pro
zakladni Uvod do této velmi dulezité oblasti odkazujeme ctenare

na Freshney|3].

Prvnim krokem pfi vyvoji zdravych, racionalnich aseptickych postupu je
dopbrée porozumeni viastnostem Dbiologicke kontaminace a jejim
potencialnim zdrojum. To je vyhodnoceno na zacatku této prirucky
a podporeno mnozstvim referenci.
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Druhym krokem, zalozenym na typu Vasi prace, je urCit miry rizika nepbo
nepbezpeci pro Vas a dalsi laboratorni personal a podle toho navrhnout Vase
Kultivacni postupy. To plati predevsim pri pracl s virove kontaminovanymi|
kulturami, nebo s kulturami odvozenymi od lidi nebo primatu. Ujistéte se,
ze |e veskery laboratorni personal vyskoleny v bezpecném zachazeni
a lIkvidacl jakéhokoliv potencialne rizikoveho materialu a kultur; v pripade
NUtnosti asistence nebo pomocl se domluvte s oddelenim bezpecnost!
porace Vasi organizace/zarizeni.[9]

Dale na zadkladé potencidlnich nakladu a nasledku ztraty kultury urcete, jak
orisné musi Vase postupy byt a jaky stupen volnosti, pokud vubec, je
potrepa. S velmi cennymi nebo nenahraditelnymi Kkulturami mohou
oracovat dva nebo vice pracovniku s pouzitim médii z rozdilnych zdroju a
samostatnych inkubatoru ke snizeni Sance na simultanni ztratu.[27, 28]
Pracovnicl by mell nosit pri pracl s kulturami Cisté rukavice a pravidelne je
Mmeéenit jako prevencl krizovée kontaminace. Zhodnotte, zda potrebujete dalsi
laboratorni odev nebo oblicejovou masku ke snizeni mMoznNostl
Kontaminace. Vase pracovni prostredi a vsechny problémy, které se mohou
objevit, musi byt takée v souladu s vybranymi aseptickymi postupy.
Certifikované boxy s laminarnim proudenim vzduchu a bezpechostni boxy
Jsou doporuceny k pouziti kaykollv je to mozné. Nekteré asepticke postupy
vyucovaneé v uvodnich mikrobiologickych Kurzech a urcené kK pouziti na
otevrenych laboratornich stolech, napriklad kahany, ac popularni, nejsou

vhodnée nebo nezbytneé v laminarnich boxech.[16]

30/62



e Noseni rukavic minimalizuje sancli nha kontaminacl Vasich bunecnych
KUltur mikroorganismy.

e Udelejte pro mikroorganismy vniknuti obtizne|si pouzitim uzavrenych
Kultivacnich nadob kdykoliv je to mozné, predevsim pro dlouhotrvajici
Kultivace. ViceJamkove destiCky mohou byt uzavreny lepici paskou nepbo
umistény do uzaviratelnych sacku, 35 a 60 mm misky mohou byt
umisteny do 150 nebo 245 mm misek. Pouzijte derovanée uzavery lahvi
(obr. 6) kaykollv je to mozneé. Maji hydrofobni filtracni membranu, Ktera
umoznuje vymeénu sterilnich  plynu, ale zamezuje pruchodu
Mikroorganismu nebo kapalin.

e \/yvarujte se vylévani vétsSich objemu meédia z kultivacnich plochych lahvi
nepbo sterilnich lahvi padesati nebo stomililitrovymi pipetami Ci
aseptickymi hadiCkami. Pouziti jednorazovych pipet a vakuovych pump
je ekonomicky nenarocha cesta K rychlému a bezpecnému odstraneni
média z kultury. Kapky média zustavajici v zavitech nadob po wyliti
mohou vytvorit kKapalné spojeni pri opetovném nasazeni uzaveru
a Mohou umoznit vstup pbakteril, kvasinek a plisni. Pokud se nelze
vyhnout vyléevani, opatrne odstrante veskerée zbytky media z hrdla
nadoby steriini gazou nebo alkoholovym polstarkem.

e \/zAy prenasejte neuzavrené kultury na tacech nebo v Krabicl, aby se
MiniMmalizoval kontakt se vzdusnou kontaminaci. Plocha 245 mm mis<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>