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ОСОБЛИВОСТІ КУЛЬТИВУВАННЯ ЗБУДНИКІВ ХЛАМІДІ
ОЗІВ НА ПЕРЕЩЕПЛЮВАНІЙ ЛІНІ КЛІТИН МсСоу З ВИКО
РИСТАННЯМ АМІНОКИСЛОТ -  У статті наведено методо
логічні заходи, які застосовують для діагностичного виділен
ня збудника хламідіозів та накопичення його біомаси на 
перещеплюваній клітинній ліні МсСоу із застосуванням 
L-цисте ну-HCl та L-триптофану.
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МсСоу С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ АМИНОКИСЛОТ -  В статье 
представлены методологические подходы, которые использу
ются для диагностического выделения возбудителя хлами- 
диозов и накопления его биомассы в перевиваемой клеточ
ной культуре МсСоу с использованием L-цистеина-НСІ и 
L-триптофана.

PECULIARITIES OF CNLAMYDIAE CULTIVATION ON THE 
CE LL LINE МсСоу WITH AMINOACID A PPLICATION -  It was 
described the methodological approaches, which were applicated 
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ВСТУП С еред  проблем , що в и н и кл и  за останн і 
роки  перед  м е д и ц и но ю  в Укра ні, актуальним  визнане 
завдання орган ізац і е п ід м о н іто р и н гу  за збудникам и , 
що циркулю ю ть на територ і к р а н и . Проблема хламі- 
д ій н и х  інф екц ій  визнається одн ією  із п р іор и те тн и х  в 
галузі охорони з д о р о в ’я. За пош ирен істю  та спектром  
патологі вона посідає пр ов ід не  м ісце серед  захворю 
вань, що передаю ться статевим  ш ляхом [1 ]. На фоні 
високо  частоти виявлення хлам ід ій , непатогном он іч - 
ності хл ам ід ійно  інф екц і , схильності д о  п е рси стен т
ного  існування в ор ган ізм і, особливу значущ ість на
буваю ть д іа гн о сти чн і м етоди, спрям овані на встанов
л е н н я  е т іо л о г іч н о го  ф актора  за х в о р ю в а н н я , т іс н о  
п о в ’язані з вид іл енням  пато ге н н о го  агента та подаль
ш им  вивченням  й ого  б іо л о гічн их  властивостей. Т яж 
ко пе р е о ц ін и ти  значення  вид іл ен н я  чи сти х  культур 
ц ього  м ікро ор га н ізм у  [ 2 , 3].

Н епереверш еною  перевагою  культурального  м е 
тод у  є вид іл ення  т іл ьки  ж и в и х  ф орм м ікроор ган ізм у.

я властив ість в и г ід н о  в ід р ізн яє  цей м етод  в ід  будь- 
я ки х  інш их. В ид ілення  зб удни ка  у перещ еплю ваних 
кл іти н н их  л ін іях  є переваж ним  методом  вибору при 
в ста н о в л е н н і е т іо л о г іч н о го  д іа гн о з у  при  скл а д н и х  
ф ормах захворювання. Культуральний метод вважаєть
ся оптим альним  для контролю  вил іковност і пац ієнтів , 
оск ільки  м олекулярні м етоди  через свою  високу чут
л ив ість  м ож уть давати хибно п о зи ти вн і результати.

Кр ім  того , цей м етод  є незам інним  при д осл ід ж ен н ях  
б іо л о гічн их  властивостей м ікроор ган ізм у, що д о з в о 
ляє створю вати модел і взаєм оді м іж  кл ітиною  та па
разитом, що в свою  чергу  сприяє розкриттю  механізм ів 
п е р с и с те н ц і ін ф е кц і , ви п р о б ув а нн ю  н о в и х  проти - 
хл ам ід ій н и х  препаратів.

М етод ол огічн і основи  вивчення  б іологі хлам ід ій  
базуються на зд ібності цих м ікро ор га н ізм ів  д о  облігат- 
ного  в н утр іш н ьо кл іти н но го  паразитування, том у для 
пе р в и н н о го  вид іл ення  лабораторних ш там ів хлам ід ій  
в и ко р и сто в ую ть  р ізн о м а н ітн і л ін і п е рещ еп л ю ва н их  
кл іти н н и х  культур: М сСоу -  кл ітини  синов іально  обо
л о н ки  л ю д и н и , І_ 9 2 9  -  т р а н с ф о р м о в а н і м и ш а ч і 
ф ібробласти, Не_а -  кл ітини  карц ином и  ш и й ки  мат
ки, Нер-2 -  кл ітини  карцином и  гортан і л ю д ин и  та ін. 
Ці кл ітинн і популяц і не т ільки  чутливі д о  п р о н и кн е н 
ня хлам ід ій , але й д озволяю ть м активно  р о зм н ож у
ватися [4].

За тра д и ц ій н ою  м етодикою  вид іл ення  зб удни ка  у 
перещ еплю ваних кл іти н н и х  культурах д о  зба гаче н о 
го ем бр іональною  телячою  сироваткою  та глю козою  
ростового  серед овищ а 199 додаю ть  ц и кл о ге кс и м ід  -  
ін г іб іто р  б іл ко во го  синтезу  еукар іотних  кл ітин , який  
упов ільню є  метабол ізм  цих кл ітин  і, таким  шляхом, 
непрям о стим улю є розм нож ення  хлам ід ій  [5, 6 ]. Але 
навіть у невел и ки х  дозах, ц и кл о ге кс и м ід  спр ичин яє  
цитотоксичну  д ію  на кл ітини  монош ару, яка виявляєть
ся у  вакуол ізац і цитоплазм и кл ітин, наявності кл ітин з 
виростам и цитоплазм и та ін., що в свою  че р гу  у тр у д 
нює п ідрахунок отрим аних результатів. Кр ім  то го , го 
л о в н и м  нед ол іком  ц ьо го  п о ж и в н о го  сер ед ови щ а  є 
низька  концентрац ія  _-цисте ну-НСІ та _-триптоф ану- 
а м ін оки сл от , як і є в а ж л и ви м и  та н е за м ін н и м и  для 
хлам ід ій , особливо у пе р іо д  х ін те н си в н о го  росту і 
розм нож ення . В аж ливо зауваж ити , що (т р и п т о ф а н  
вход ить  д о  складу гол овного  б ілка зовн іш н ьо  м ем б
рани хлам ід ій , я ки й  завж д и  знаходиться на поверхн і 
х л а м ід ій , в ід п о в ід а ю ч и  за п р о ц е с  п р и к р іп л е н н я  
хлам ід ій  д о  кл ітин та виконую чи  ф ункц ію  порина [7 ].

У лабораторі хл ам ід іозів  Д У  “ Інститут д ерм атол огі 
та венерол огі АМН У к р а н и ” є нароб ітки  щ одо в и ко 
ристання _-цисте ну-НСІ у  якості метаболіту, що п о 
кращ ує процес вид іл ення  зб удни ка  хлам ід іозів  у  п е 
рещ еплю ваних кл іти н н их  л ін іях, завдяки  актив ізац і та 
пр искор ен н ю  м етабол ізму м ікр о о р га н ізм у  [ 8 ].

Т о м у  м етою  н а ш о го  д о с л ід ж е н н я  було об рано  
п ід б ір  опти м а л ьн и х  кон ц ен тра ц ій  _-цисте ну-НСІ, та 
_-цисте ну-НСІ у  поєднанн і з (-три птоф ан ом  у п о ж и в 
ном у се р ед ови щ і для пол іпш ення  проц есу  д іа гн о с 
ти ч н о го  вид іл ення  та накопичення  біомаси зб удника  
у  наступних пасажах на перещ еплю ван ій  кл ітинн ій  лін і 
МсСоу.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ У роботі в и ко ри сто вува 
ли кл ітинну  л ін ію  МсСоу, оск ільки  хлам ід і , які в и д іл я 
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ють з р ізни х  ти п ів  б іо л о гічн о го  матеріалу, волод ію ть 
тро п ізм ом  д о  ціє кл ітинно  культури [3 ].

У якості б іоло гічного  матеріалу було використано 
синовіальну р ідину хворого Д., який  знаходився на ста
ц іонарному лікуванні у  Д У  “ Інститут дерматологі та ве- 
нерологі АМН Укра н и ” з приводу хвороби Рейтера та 
тест- штам C .trachom atis UGC, отриманий в лабораторі 
хлам ід іозів Д У  “ Інститут дерматологі та венерологі АМН 
Укра н и ” , який  попередньо пасивувався на перещ еплю 
ваній кл ітинній культурі МсСоу. Культивування провод и
ли за стандартною методикою : в стерильні плоскодонні 
пробірки д іаметром 14 мм з накривним и скельцями за
сівали по 1 мл кл ітинно суспензі л ін і М сСоу (1х10 5 

кл ітин /м л) на ростовому середовищ і 199 з 3 % вмістом 
ембріонально телячо сироватки, 5 % розчину глю ко
зи, гентам іцину 100 м кг/м л  та ам ф отерицину В 2,5 м к г /  
мл, після чого поміщ али на 24 год  у термостат при 3 5 
37 0С для формування моношару. Після формування м о
нош ару, із проб ірок з добовою  кл ітинною  культурою 
видаляли ростове середовищ е, розподіляли по 500 мкл 
б іологічного матеріалу на кожну пробірку та центриф у
гували протягом  години  при 3000 об./хв  (2400д) у  цен 
триф узі з горизонтальним  ротором, інкубували у те р 
мостаті при 35-37 0С протягом  2 год. Після інкубаці у 
термостаті з проб ірок видаляли збагачене ростове се
редовищ е та зм іню вали його  на поживне.

Для е кспе ри м ен ту  проб ір ки  з б іо ло гічним  м атер і
алом було под ілено  на 3 групи :

-  у  перш ій  контрол ьн ій  груп і по ж и вн е  се р е д о в и 
ще складалося з серед овищ а 199 -  д о  90 %, ЕТС -  5 
%, ро зчи ну  глю кози  -  5 %, ц и кл о ге кс и м ід у  -  1,0 м к г /  
мл, ген там іц и н у  -  100 м к г/м л  та ам ф оте ри ц ину В -  
2 ,5  м к г /  мл;

-  у  д р у г ій  д о сл ід н ій  груп і п р об ір ок  після ц е н тр и 
ф угування д о  п о ж и вн о го  серед овищ а д од а тко во  д о 

Таблиця 1.

давали L-цисте  н-НСІ у  кон ц ентра ц і 2 ,5  м г/л : я ки й  
по пер ед н ьо  розчиняли  у  стерил ьном у ф із іо л о г іч н о 
му розчин і ex te m p o re  в асе пти чн их  умовах та д о д а 
вали д о  п о ж и вн о го  середовищ а.

-  у  третій  д о сл ід н ій  груп і пр об ір ок  після ц е н тр и 
ф угування д о  п о ж и вн о го  серед овищ а д од а тко во  д о 
давали L-цисте н-НСІ у  концентрац і 2 ,5  м г/л  разом з 
L-триптоф аном  у к ількості 20  м г/л , розчинен і п о п е 
редньо  у ф із іол о гічн о м у  розчин і ex te m p o r e в асе п 
ти ч н и х  умовах.

Усі групи  пр об ір ок інкубували в терм остаті при  3 5 
37 °С у п р о д о в ж  48 -72  год , після чо го  з пр об ір ок в и д а 
ляли накривн і скельця, забарвлю вали за методом  П ІФ  
та М ая-Г рю нвальда-Г імзи.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА X  ОБГОВОРЕН
НЯ Було провед ено  культивування синов іально  р ід и 
ни в ід  хвор о го  Д ., я ки й  знаходився  на стац іонарном у 
л ікуванн і у  Д У  “ Інститут дерм атол огі та венерол огі 
АМ Н Укра н и ” з пр и в о д у  хвороби  Р ейтера та тест-шта- 
му C .trachom atisUGC. Б іологічн і зразки  культивувались 
упр од овж  3 пасажів на перещ еплю ваній  кл ітинн ій  куль
тур і М сСоу у стандартном у по ж и вн о м у  серед овищ і, 
стандартному середовищ і з д одатковим  внесенням  2,5 
м г /л  L-цисте  ну-НСІ та станд а ртн ом у  се р е д о в и щ і з 
д о д а тко ви м  внесенням  2 ,5  м г/л  L-цисте ну-НСІ та 20 
м г/л  L-триптоф ану. Д ан і п р ов ед ен и х  д о сл ід ж е н ь  на
ведено у таблицях 1 , 2 .

Як видно з таблиці 1, кількість клітин, які мали вклю 
чення зб уд н и ка , була м аксим альною  -  8 6 , 2  % при 
культивуванн і тест- штаму C .trachom atisU G C  у п о ж и в 
ном у се р е д о в и щ і з L-цисте  ном-Н СІ та L -три п то ф а
ном. При використанн і п о ж и вн о го  середовищ а з д о 
д атко ви м  внесенням  L-цисте ну-НСІ, к ількість  кл ітин 
монош ару, що м істили м орф ологічн і структури зб уд 
ника, склала 68 ,4  %. У вип ад ку  застосування стандар-

еталонного ш таму Ugc у стандартному  
з амінокислотами

Накопичення біомаси збудника при культивуванні 
поживному середовищ і та середовищ ах

Тип поживного Кількість інфікованих збудником
пср % Рсередовища клітин (підрахунок на 500 клітин)

Стандартне п.=185 
п2 =168 
Пз=172

175+11 35,0
Р<0,001

Стандартне з L-цисте- п.=362 342+24 68,4
ном-НСІ п2=348 

п3=315 Р<0,05
Стандартне з L-цисте- п.=438 431+10 8 6 , 2

ном-НСІ та L-трипто- п2=425
фаном п3=432

Таблиця 2. Накопичення біомаси збудника при культивуванні синовіально рідини у стандартном у  
поживному середовищ і та середовищ ах з амінокислотами упродовж 3 пасажів

Тип поживного Кількість інфікованих збудником
пср % Рсередовища клітин (підрахунок на 500 клітин)

Стандартне п1=158 
п2=167 
п3=161

162+8 32,4
Р<0,001

Стандартне з І_-цисте- п1=324 311+8 62,2
ном-НСІ п2=302

п3=308 Р<0,02Стандартне з _-цисте- п1=402 389+17 77,8
ном-НСІ та (-трипто- п2=378

фаном п3=387
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тн о го  п о ж и в н о го  серед ови щ а  к іл ьк ість  ін ф ікован и х  
зб уд н и ко м  кл ітин  д ор івню вала 35 ,0  %.

Д ані з таблиц і 2 показую ть, що застосування І_-ци- 
сте ну-НСІ у  поєднанн і з (-три птоф ан ом  для культи 
вування збудника , в ид іл ен о го  з синов іально  р іди ни , 
т а к о ж  в и я в и л о с я  д о с и т ь  е ф е к т и в н и м  п р и й о м о м : 
к ількість  кл ітин, що м істили  м орф ологічн і структури 
збудника , становила 77,8 %. К ількість  кл ітин, які мали 
вклю чення зб удни ка  при стандартном у культивуванн і, 
д ор івню вала 32 ,4  %, при культивуванн і з _-цисте ном- 
НСІ -  62 ,2  %.

Таким  чином , встановлено, що д од а тко ве  вн е се н 
ня цих ам інокислот д о  п о ж и вн о го  середовищ а, має 
п о зи ти вн и й  еф ект не т іл ьки  на проц ес п ідтрим ання  у 
перещ еплю ван ій  культурі кл ітин  в ид іл ен о го  штаму, а 
й на пе р в и нн е  д іа гн о с ти ч н е  в ид іл ен н я  збудника , з 
б іоло гічного  матеріалу. К ількість кл ітин, що мали вклю 
чення збудника , виросло у 2 ,5  раза для тест-ш там у

С .Іга сИ ота ІІз  ІЮ С, та у  2 ,4  раза для синов іально р ід и 
ни.

В несення ц и кл о ге кс и м ід у  д о  п о ж и вн о го  с е р е д о 
вища, в яком у  провод иться  д іа гн о сти чн е  вид ілення 
збудника , є за гал ьн опр и йн я ти м  пр ий о м ом , але ця р е 
ч о ви н а  вия вл яє  д о с и т ь  т о к с и ч н у  д ію  на м онош ар  
кл ітин , що виявляється  у д е ге н е р а т и в н и х  зм ін а х  у 
клітинах. О скільки  стан кл ітин  монош ару, у  яком у п р о 
водиться д іа гн о сти чн е  вид ілення  збудника , має в и р і
ш альне значення , ми постійно  п р овод им о  д о с л ід ж е н 
ня, направлені на п о м ’якш ення  ц и то токсично го  в п л и 
ву ц и к л о ге к с и м ід у  на м о но ш а р  кл іти н . У п р о ц е с і 
провед ення  е кспе ри м ен ту  був в ід зна чени й  п о зи ти в 
ний  вплив застосування _-цисте ну-НСІ та ( -т р и п т о 
ф ану на стан кл ітинно  культури. К ількість  кл ітин , які 
мали д егенеративн і зм іни, викликан і циклогексим ідом , 
зм енш ил ась з 78 ,6  % д о  59 %. Д ан і ц ього  спо сте р е 
ж ення  наведено у таблиц і 3.

Таблиця 3. Зниження цитотоксично ді циклогексиміду при наявності у поживному середовищі
Ь-цисте ну-НСІ та Ь-триптофану

Тип поживного 
середовища

Кількість інфікованих збудником клітин 
(підрахунок на 500 клітин) П ср % Р

Стандартне n1=370 393+29 78,5
n2=412
n3=397 Р<0,05

Стандартне з (-цисте- n1=280 295+15 59,0
ном-НСІ та ( -трипто- n2=294

фаном n3=310

ВИСНОВКИ Таким  чином , найбільш  оптим альним  
пр и й о м о м  для вид іл ен н я  зб уд н и ка  та накопичення  
й ого  б іомаси виявил ось  застосування по ж и вн о го  се 
ре д о ви щ а  з вм істом  2 ,5  м г/л  _ -ц исте  ну-НСІ у  п о 
є д н а н н і з (-т р и п т о ф а н о м  у ко н ц е н тр а ц і 2 0  м г /л . 
К ількість  кл ітин, що м істили  м орф ологічн і структури 
з б у д н и к а ,  с т а н о в и л а  8 6 , 2  % д о  т е с т  - ш т а м у  
С.1гасИота1Із ІЮ С , що у 2 ,5  раза б ільш е, н іж  при стан
д артном у культивуванн і. К ількість  кл ітин , що м істили 
вклю чення збудника , для синов іально  р ід и н и  стано
вила 77,8 %, що у 2 ,4  раза б ільш е, н іж  при стандарт
ном у культивуванн і.

В несення _-цисте ну-НСІ у  концентрац і 2 ,5  м г/л  до 
п о ж и вн о го  серед овищ а у п р о д о в ж  3 пасаж ів зб іл ьш и 
ло к ількість  кл ітин , що мали вклю чення зб удни ка  до 
68,4 % для тест - штаму С.1гасИота1Із ІЮ С  та д о  62,2 % 
для синов іально  р іди ни .

З а с то с у в а н н я  з а п р о п о н о в а н о го  нам и  п р и й о м у  
(_-цисте ну-НСІ разом з (-триптоф аном ) дозволило з н и 
зити  к ількість  кл ітин, що мали д е ге н е р а ти вн і зм іни , 
зум овлен і застосуванням  ц и кл о гекси м ід у , з 78 ,6 % до 
59 %. П ол іпш ений  стан кл ітинно  культури в свою  че р 
гу  с п р и я є  кращ ом у р о зв и тку  з б у д н и ка  та спр ощ ує  
пр оц ес  п ід ра хун ку  кл ітин , які м істять  м о рф о л о гічн і 
структури збудника .
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