
ВЕТЕРИНАРНА МЕДИЦИНА 

 
№ 1 • 2020 • ВІСНИК Полтавської державної аграрної академії 

 
 
 
 
 
 
 
review article  UDC 6.61.619.57.579  doi: 10.31210/visnyk2020.01.25 
 
THE HISTORY OF SEARCH ING METHODS OF SELECTIVE NUTRIENT MEDIA 
PREPARATION FOR MYCOPLASMAS CULTIVATION 
 
V. P. Berdnik1* ORCID  0000 –0003 –2664 –8035 
I. Yu. Berdnik1 ORCID  0000 –0002 –2181 –9002 
V. O. Ushkalow2 ORCID  0000 –0001 –5694 –632X, 
 
1 Poltava State Agrarian Academy, 1/3, Skovorody str., Poltava, 36003, Ukraine 
2 National University of Life and Environmental Sciences of Ukraine,16, Polkovnyka Potiekhina, Kyiv, 
03127, Ukraine 
*Corresponding author  
E-mail: berdgik36@gmail.com 

 
The results’ analysis obtained in searching of selective nutrient mycoplasmal media (SNMM) for the 

period of 120 years and published by several generations of scientists from different countries of the world, 
including the authors of this article, is presented. Mycoplasma, the causative agent of contagious cattle 
pleuropneumonia, was first cultivated by E. Nocard, E. R. Roux et al. (1898) in beef – extract broth (BEB) 
that was embedded in a collodion bag and sewn into the rabbit peritoneal cavity. The first variants of the 
medium were based on BEB or on Marten’s broth and the blood serum of animals, mainly horses. 
D. G. Edward (1947) suggested to add yeast extract to the media. R. M. Chanock et al. (1962) introduced the 
horse blood serum, yeast extract, lactalbumin hydrolyzate and DNA into the medium. It was the first time 
that they had cultivated the causative agent of the so –called human atypical pneumonia, Eaton agent, which 
was considered a virus. It was a powerful impetus to further studying mycoplasma properties and features of 
the diseases caused by them − mycoplasmosis of humans, animals, birds, reptiles, fish, arthropods, and 
plants. A number of methods have been suggested to diagnoze mycoplasmoses: from microbiological 
(mycoplasmological, cultural) to genetic and molecular types of polymerase chain reaction (PCR). But only 
mycoplasmic is the basic method –“gold standard”, all the rest are additional. Only with its help it is 
possible to obtain mycoplasma cultures, to study their biological properties, to make diagnostics and 
vaccines from them. With this purpose, it is necessary to have SNMM, that would provide mycoplasmas with 
plastic material and energy, and to know the conditions for their successful cultivation. M. penetrans culture 
was isolated by S.C.Lo et al. (1991, 1992) from human urine samples infected with the immunodeficiency 
virus, 29 years after the identification of the Eaton agent. It has led to the thought that, although more than 
200 species of Mollicutes class have been cultivated at present, they are only part of the total number 
existing in nature. Therefore, their search in different hosts should be continued, but using more improved 
SNMM. Several hundreds have been tested with this aim and it has been concluded that it is impossible to 
produce a universal medium for all the species described, because they have different nutritional and 
cultivation conditions and requirements. Certain media meet the requirements of a few species only. 
Phytoplasma for Haemobartonella and Eperythrozoon cannot be cultivated in vitro so far. 
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ІСТОРІЯ ПОШУКУ МЕТОДІВ ПРИГОТУВАННЯ СЕЛЕКТИВНИХ ПОЖИВНИХ 
СЕРЕДОВИЩ ДЛЯ КУЛЬТИВУВАННЯ МІКОПЛАЗМ 
 
В. П. Бердник1, І. Ю. Бердник1, В. О. Ушкалов2,  
1 Полтавська державна аграрна академія, м. Полтава, Україна. 
2 Національний університет біоресурсів і природокористування України, м. Київ, Україна  

 
Приведений аналіз результатів пошуку методів приготування селективних поживних мікоп-

лазменних середовищ (СПМС) за 120 років, виконаний науковцями декількох поколінь різних країн 
світу, зокрема й авторів цієї статті. Вперше мікоплазму − збудника контагіозної плевропневмонії 
великої рогатої худоби – виростили E. Nocard, E. R. Roux et al. (1898) у м’ясопептонному бульйоні 
(МПБ), що був у колодійному мішечку, вшитому в очеревинну порожнину кролика. Перші варіанти 
середовищ мали як основу МПБ чи бульйон Мартена і сироватку крові тварин, переважно коней. 
D. G. Edward (1947) запропонував добавляти в них ще і екстракт дріжджів. R. M. Chanock et al. 
(1962) в середовище ввели сироватку крові коней, екстракт дріжджів, лактальбумін гідролізат і 
ДНК. На ньому вони вперше виростили збудника атипової пневмонії людей – агента Ітона, який 
вважали вірусом. Це було могутнім стимулом подальшого вивчення властивостей мікоплазм і особ-
ливостей захворювань, до яких вони призводять – мікоплазмозів людей, тварин, птиці, рептилій, риб, 
членистоногих і рослин. Для їх діагностики запропоновано низку методів – від мікробіологічного (мі-
коплазмологічного, культурального) до генетичних і молекулярних на зразок полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР). Але базовим, «золотим стандартом» є лише мікоплазмологічний, решта – додатко-
вими. Тільки з його допомогою можна одержати культури мікоплазм, вивчити їхні біологічні влас-
тивості, виготовити з них діагностикуми та вакцини. На його виконання необхідно мати СПМС, які 
б забезпечували мікоплазми пластичним матеріалом і енергією, та знати умови для їх успішного ку-
льтивування. Культуру M. penetrans ізолювали S. C. Lo et al. (1991, 1992) з проб сечі людини, зараже-
ної вірусом імунодефіциту, через 29 років після ідентифікації агента Ітона. Це змусило думати, що 
на сьогодні хоч і вдалось культивували понад 200 видів класу Mollicutes, вони є лише частиною тієї 
кількості, які існують у природі. Тому пошуки їх у різних господарів треба продовжувати, але із за-
стосуванням більш досконалих СПМС. Для цього випробувано їх декілька сотень і зроблено висно-
вок – не вдається виготовити універсальне середовище для всіх описаних їх видів, бо вони мають різ-
ні потреби щодо живлення та умов культивування. Поки що неможливо було виростити in vitro фі-
топлазм, Haemobartonella і Eperythrozoon.  

Ключові слова: мікоплазми, селективні поживні мікоплазменні середовища, сироватка крові, 
екстракт дріжджів. 
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Приведен анализ результатов поиска методов приготовления селективных питательных микоп-

лазменных сред (СПМС) в течение более чем 120-летнего периода учеными нескольких поколений, в 
том числе и авторами статьи. Первые варианты СПМС имели в качестве основы МПБ или бульон 
Мартена и сыворотку крови животных. Их качество улучшено путем добавления дрожжевого экс-
тракта (D. G. Edward, 1947). Позже в СПМС ввели дрожжевой экстракт, сыворотку крови ло-
шадей, лактальбумин гидролизат и ДНК (R. M. Chanock et al., 1962). С ее помощью было доказано, 
что возбудитель первичной атипической пневмонии человека (агент Итона) есть не вирусом, как 
считали, а микоплазмой. Это стало мощным стимулом последующего изучения свойств микоплазм и 
особенностей болезней, которые они вызывают – микоплазмозов людей, животных, птиц, репти-
лий, рыб, членистоногих и растений. Для их диагностики предложено ряд методов – от культураль-
ного (микоплазмологического) до молекулярного типа полимеразной цепной реакции. Однако базовым 
есть лишь один – микоплазмологический, остальные – дополнительные. Только с его помощью мож-
но получить культуры микоплазм, изучить их биологические свойства, изготовить из них диагнос-
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тикумы и вакцины. На его осуществление необходимо иметь СПМС, которые бы обеспечивали ми-
коплазмы пластическим материалом и энергией, и знать условия для их культивирования. Культуру 
M. penetrans изолировали (S. C. Lo et al., 1991, 1992) с проб мочи человека, зараженного вирусом 
иммунодефицита, спустя 29 лет после идентификации агента Ітона как микоплазмы. Это показа-
ло, что кроме более 200 видов, культивируемых на сегодняшний день, в природе есть еще пока неи-
звестное нам их количество. Поэтому поиск их у разных хозяев необходимо  продолжить с использо-
ванием нескольких усовершенствованных СПМС, ибо предложить их универсальный вариант для 
всех описанных видов микоплазм пока никому не удалось.  

Ключевые слова: микоплазмы, селективные питательные микоплазменные среды, сыворотка 
крови, экстракт дрожжей. 

 
Початок історії пошуків середовищ. Уперше мікоплазму − збудника контагіозної плевропнев-

монії (періпневмонії) великої рогатої худоби (ВРХ) виростили у м’ясопептонному бульйоні, який був 
у колодійному мішечку, вшитому в черевну порожнину кролика [74].  

Для виділення і культивування збудників періпневмонії ВРХ та інфекційної агалактії кіз і овець 
використовували спочатку поживне середовище, у яке входили бульйон Мартена і сироватка крові 
коня, а пізніше – середовища, основою яких були різні варіанти ферментативного гідролізату тканин 
тваринного походження. Такі ж середовища були використані при виділенні мікоплазм від хворих на 
чуму собак [86] та Acholeplasma (А.) laidlawii зі стічних вод [69]. Для культивування Mycoplasma 
(M.) mycoides розробили поживне середовище BVF, основою якого став пептон (перевар) з печінки і 
м’яса ВРХ та добавка 5−10 % сироватки крові коня [91]. Позитивно впливали на ріст збудника і сиво-
ротки крові овець, кроликів чи коней [88].  

D. Edward (1947) [54] опублікував склад селективного поживного середовища, у яке входили на-
стій з м’язу серця ВРХ (основа), 20 % сироватки крові коня і 10 % екстракту дріжджів. При виділенні 
мікоплазм з органів розмноження ВРХ до цього середовища рекомендували добавляти ДНК тимусу 
та муцин шлунків свиней [55]. 

H. E. Morton et al. (1951) [73] запропонували для мікоплазменного середовища як основу витяжку 
з серця ВРХ і бактопептон, обезводнену форму якого й сьогодні виготовляють в США (Difco) і Індії 
(Нуmedia) і реалізують як бакто – PPLO бульйон та агар Difco [66].  

R. Chanock і співавт., (1962) [51] опублікували поживне середовище, у складі якого було 700,0 мл 
дистильованої води, 28,5 г бакто – PPLO бульйону Діфко, 200,0 мл сироватки крові коня і 100,0 мл 
25,0 % екстракту дріжджів. На ньому автори вперше виростили агента Ітона (ЦПД – агента на куль-
турі клітин) − збудника первинної атипової пневмонії людей і, таким чином, доказали, що він є не 
вірусом, як вважали до цього, а мікоплазмою, названою M. pneumoniaе. Це повідомлення дало досить 
сильний стимул щодо подальшого розвитку мікоплазмології. Воно підштовхнуло інших дослідників 
на перевірки ряду ЦПД – агентів (їх вважали не ідентифікованими вірусами), які росли на культурах 
клітин чи курячих ембріонах і були патогенними для тварин і людини. Так, в 50-ті роки попереднього 
століття захворювання свиней, при якому спостерігали ураження легень серозно-катаральним запа-
ленням і перебіг у формі ензоотії, називали «вірусною пневмонією». Підстави для цього були – збуд-
ника виділяли з патологічного матеріалу з допомогою культур клітин чи курячих ембріонів, вважали 
вірусом, бо він проявляв цитопатогенну дію на культуру клітин [48, 49]. ЦПД – агент (J – агент), з 
яким працювали названі вчені, був ідентифікований як мікоплазма – M. suipneumoniae [72, 79].  

Середовище R. Chanock і співавт. (1962) [51] модифікували до такого складу: 28,5 г витяжки серця 
ВРХ, 900 мл дистильованої води, 200 мл сироватки крові коня, 100,0 мл 25,0 % екстракту дріжджів, 
12,0 мл 0,2 % розчину ДНК, 10,0 мл 1,0 % розчину оцтовокислого талію і 2,5 мл розчинупеніциліну, 
що мав 20000 ОД/мл. Згодом воно було відомим як середовище Хейфліка. 

Потрібно відмітити, що дослідники того часу особливу увагу звернули на методи приготування 
екстракту дріжджів. Для цього брали пивні дріжджі. З них готували суспензію на дистильованій воді 
у співвідношенні 1 : 4, кип’ятили, поки не перестала утворюватися піна і фільтрували, пропускаючи 
через стерилізуючі пластини фільтру Зейтца [54]. Інші автори готували екстракт з хлібних дріжджів 
за описаною методикою, але з модифікацією: після кип’ятіння суспензію пропускали через фільтру-
вальний папір. У фільтраті установляли гідроксидом натрію рН 8,0 і стерилізували в автоклаві [51]. 
Якість середовища Хейфліка стала значно кращою після того, як у нього ввели екстракт дріжджів, 
приготовлений за модифікованою методикою Herst [70]. Він запропонував брати дріжджі і воду у 
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співвідношенні 1 : 1. У суміші установлювали рН 4,5 і витримувати у водяній бані з температурою 
80 оС 20–0 хвилин та фільтрувати через стерилізуючі пластини фільтру Зейтца. В поживному середо-
вищі установлювати рН 7,8−8,0, добавляючи розчин двохзаміщеного фосфорнокислого калію. 

Зважаючи на поради [54], розроблено й описано [22] методику приготування агарового середови-
ща на основі бульйону з настою серцевого м’язу ВРХ. У нього при 60 оС добавляють до 5 % дефібри-
нованої крові будь-якого виду тварин. Суміш двічі кип’ятять і видаляють «шоколадні пластівці» 
шляхом пропускання через фільтрувальний папір у стерильних умовах при температурі близько 
70 оС, установлюють рН 7,8−8,0; стерилізують текучою парою 5–10 хвилин, охолоджують до 
50−55 оС, добавляють 20 % стерильної сироватки крові коня, розливають у пробірки по 5−7 мл, охо-
лоджують до 20 оС і зберігають при 4 оС. Перед застосуванням нагрівають у водяній бані до 50−55 оС 
і скошують. 

Для виділення мікоплазм з легень свиней, уражених серозно-катаральним запаленням, успішно за-
стосували поживне середовище, у складі якого було 39 % збалансованого розчину Хенкса, 30 % буль-
йону з легеневої тканини поросят, 20 % інактивованої сироватки крові свиней, 10 % гідролізату лакта-
льбуміну, 0,5 % екстракту дріжджів та пеніцилін і оцтовокислий талій [55]. Згодом R. Goodwin i J. Pryor 
(1970) замінили в ньому бульйон з легеневої тканини на триптичний перевар м’язу серця ВРХ. 

При вивченні мікоплазмозу птахів та інфекційного синуситу індиків використовували поживні се-
редовища BVF, D. Едварда і інші. R. Lemcke (1965) [70] увів у середовище BVF екстракт дріжджів, 
чим значно підвищив його якість [45].  

Отже, D. Еdward, H. Моrton зі співавт., R. Chanock зі співавт., Е. Klineberger − Nobel й інші дослід-
ники суттєво вплинули на подальші дослідження щодо розробки методів виготовлення якісних пожи-
вних середовищ для культивування мікоплазм. 

Подальші успіхи і проблеми в розробці методів приготування поживних середовищ та їх 
значення для науки і практики. З 1960 року збільшилася кількість публікацій про мікоплазм та за-
хворюваннях, які вони спричиняють у людей, тварин, птиці й рослин. 1974 року в Бордо проходить 
Перший міжнародний конгрес з мікоплазменних захворювань рослин і тварин, а 1976 року створю-
ється Міжнародна організація з мікоплазмології (МОМ). 1978 року на Другому конгресі МОМ у 
Мюнхені й Міжнародному конгресі мікробіологів у Мюнхені було вирішено всі знання про мікопла-
зми об’єднати в окрему науку мікоплазмологію. 

До сьогодні відкрито й описано властивості понад 200 видів мікоплазм. Значна їх частина є збуд-
никами (чи підозрюються в цьому) захворювань людини, тварин, рептилій, риб, членистоногих та 
рослин [ 5, 32, 40, 80].  

Розробляються нові та удосконалюються уже відомі методи й засоби їх діагностики, профілактики 
та боротьби з ними. На озброєнні вчених і практиків ветеринарної і гуманної медицини є цілий ком-
плекс методів досліджень властивостей мікоплазм та особливостей мікоплазмозів від мікробіологіч-
ного (мікоплазмологічного, культурального) до сучасних генетичних і молекулярних на зразок полі-
меразної ланцюгової реакції (ПЛР).  

Мікоплазмологічний метод є «золотим стандартом» діагностики захворювань, спричинених молі-
кутами. Тільки з його допомогою можна одержати культури мікоплазм, вивчити їхні біологічні влас-
тивості, виготовити з них діагностикуми та вакцини. Він є базовим методом діагностики, а решта – 
додатковими [2, 3, 5–7, 19, 33, 39, 41, 50, 59].  

На виконання мікоплазмологічного методу необхідно мати поживні середовища, які б забезпечу-
вали мікоплазми пластичним матеріалом і енергією, та знати умови для їх успішного культивування 
[1, 4, 5, 7, 16, 18, 20–25, 30−33, 39, 41, 43, 54, 58, 60, 62, 63, 79]. Отже, можна припустити, що пробле-
ма культивування молікутів уже розв՚язана. Проте це далеко не так. Дехто з авторів [5, 9, 80, 81] підк-
реслювали, що мікоплазми дуже важко культивувати. Вони ростуть слабо й повільно на більшості 
запропонованих сьогодні поживних середовищ. Це стримує подальше, більш глибоке вивчення влас-
тивостей мікоплазм та розробку лабораторних методів діагностики захворювань, які вони спричиня-
ють. Уже більше 30 років усе ще безрезультатно докладають великих зусиль щодо культивування in 
vitro хоча б однієї з фітоплазм, які інфікують комах та рослин. Допускають, що вони потребують ана-
еробних умов [67, 68, 81].  

Паразити еритроцитів тварин − Haemobartonella і Eperythrozoon – мають ознаки, властиві мікопла-
змам. Про це свідчать результати вивчення їх філогенезу, послідовності генів 16 S рибосомальної 
РНК, відсутність клітинної стінки, чутливість до тетрациклінів, можливість виявлення з допомогою 
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ПЛР тощо. Їх, як і фітоплазм, поки що не вдається вирощувати на безклітинних поживних середови-
щах. Тому назріла необхідність у проведенні повторної класифікації молікутів [46, 71].  

Культуру чергового виду з класу Mollicutes − M. penetrans ізолювали S. C. Lo, et al. (1991, 1992) з 
сечі людини, зараженої вірусом імунодефіциту, застосовуючи середовище SP 4 [9, 81] через 29 років 
після ідентифікації агента Ітона як мікоплазми [51]. Це призвело до висновку, що на сьогодні вдалося 
культивувати лише частину з усієї кількості видів молікутів, існуючих у природі. Тому пошуки їх у 
різних господарів треба продовжувати, але із застосуванням більш досконалих селективних пожив-
них середовищ [5, 48, 50, 81]. Вони потрібні і для розв՚язання інших проблем біології. Зокрема, мікоп-
лазми є зручною моделлю для вивчення геномів мікроорганізмів і дослідів у новому науковому на-
прямі − синтетичній біології. Зокрема, Крейг Вентер зі співавт. створили штучний геном із синтезо-
ваних хімічним шляхом фрагментів ДНК, які методами клонування були зшиті та вставлені до мікро-
структурної одиниці наявного у природі виду − M. genitalium. Її культура лишилася життєздатною, 
але з властивостями, зміненими відповідно до штучного геному, до речі, у якому виявили й низку 
генів з невідомими функціями [53]. 

Напрями в розробці методів удосконалення якості основних компонентів поживних середо-
вищ. За походженням мікоплазми є гілкою грампозитивних бактерій, які втратили значну частину 
генів, що забезпечували асимілятивні процеси. У них залишились тільки гени, які найбільш потрібні 
для збереження життєдіяльності. З іншого боку, в них розвинулись генетичні системи, які забезпечу-
ють мінливість зовнішніх протеїнів та ліпопротеїнів. Завдяки цьому мікоплазми уникають контролю 
імунної системи господаря і виживають лише як паразити [81]. 

Для успіху в удосконаленні вже схвалених чи розробці нових методів приготування компонентів 
та поживних середовищ з них дослідники, як правило, беруть до уваги літературні дані; біологічні 
властивості мікоплазм, зокрема, хімічний склад їх мікроструктурних часток (клітин), потреби в жив-
ленні й інші умови, необхідні для росту і розмноження.  

У мембранах мікоплазм є в межах 51,0−80,0 % білків, 19,0−40,0 % ліпідів та 0,2−9,0 % вуглеводів. 
Вони не можуть синтезувати жирні кислоти з довгим ланцюгом та використовувати одну жирну кис-
лоту замість іншої, добавленої в середовище. А. laidlawii синтезує лише насичені жирні кислоти, а 
ненасичені засвоює з середовища. Тому їх туди треба добавляти. На ріст мікоплазм позитивно впли-
вають жирні кислоти з розгалудженим ланцюгом (ізопальмітинова, ізостеаринова й інші) та транс-
моноєнові кислоти (елаідат і інші), індиферентно − з прямим ланцюгом та цисмоноєнові жирні кис-
лоти й негативно діють жирні кислоти, які мають більшу кількість подвійних зв’язків та метильні 
групи в них. Арахідонова кислота засвоюється мікоплазмами дуже слабо. У мембранах є до 40 % хо-
лестеролу, але синтезувати його мікоплазми не можуть. Жирні кислоти й холестерол треба добавляти 
в середовище як спиртові розчини (спирт до 0,5 %, а холестерол до 10 мкг/мл). Холестерол розчиня-
ють також у твіні-80 (спочатку холестерин розчиняють у спирті 20 мг/мл, а потім в 10 % розчині тві-
ну-80). У мембранах мікоплазм трапляються такі вуглеводи, як галактоза, манноза, фукоза, галакто-
замін, глюкозамін, глюкоза й сіалова кислота. Сіалова кислота забезпечує негативний електричний 
заряд на поверхні мікроструктурної частки еукаріота [66−69]. 

Вимогливі та «некультивуючі» штами М. hyorhinis мають такі ж потреби в живленні, як і культи-
вуючі, але вони чутливіші до інгібіторної активності окремих компонентів середовища з невизначе-
ним хімічним складом. РНК стимулювала ріст М. arginini і M. hominis, а сироватка крові плодів – 
M. hyorhinis. Автори запропонували мікоплазменне рідке та щільне поживні середовища CMRL–1066 
(М–CMRL), які готують за затвердженими схемами, але додають сироватку крові плоду ВРХ, витри-
ману у водяній бані при 56 ºС протягом 30 хв. Щільне середовище готують на основі рідкого з добав-
кою агарози [4–7, 18, 23–25]. 

Основа. Ще в попередньому столітті запропоновані як обов’язкові компоненти поживних середовищ 
для мікоплазм основа (бульйон), сироватка крові та екстракт дріжджів [45, 54]. Вони залишилися такої 
ж якості в мікоплазменних середовищах, приготовлених за раніше відомими й сучасними прописами. 
Методики приготування цих компонентів мали деяку відмінність у різних авторів. Широко відомою 
основою середовищ була і є витяжка з м’язу серця ВРХ і бактопептон [73]. Одержані позитивні резуль-
тати при випробуванні для цього перевару плаценти, бактопептону, агару і асцитної рідини [56].  

M. Ogata (1967) випробував екстракти серця і м’яса декількох видів тварин; екстракти дріжджів, 
приготовлені різними методами; пептони різного походження й сироватки крові тварин декількох 
видів. Він дійшов висновку, що найкращий ріст мікоплазм був при застосуванні в середовищах відва-
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ру серцевого м’язу ВРХ, сироватки крові коня, свіжого екстракту дріжджів і пептону фірми BBL [45]. 
У модифікованих середовищах Всесоюзного інституту експериментальної ветеринарії (ВІЕВ) ос-

новою були бульйони з екстракту м’яса ВРХ, пептону Мартена, або триптичного гідролізату серцево-
го м’язу ВРХ [4, 6, 7, 9, 23, 24, 25, 51].  

Сироватка крові. Більшість дослідників вводили в поживні середовища для мікоплазм сироватку 
крові коней чи свиней у 20 % концентрації, що сприятливо впливало на ріст більшості видів мікоп-
лазм. Сироватка крові ВРХ уже в 10 % концентрації затримувала ріст деяких видів мікоплазм [23]. 
Окремі серії сироваток крові тварин можуть затримувати ріст мікоплазм. Токсичність сироватки кро-
ві свиней зникала після обробки її березовим чи кістковим активованим вугіллям (60–70 г/л). Засто-
сування для цього соляної кислоти (до рН 3−3,5), поліетиленгліколю, поліетиленіміну було неефек-
тивним [26]. Нативну сироватку крові в середовищі заміняли, правда не завжди з позитивними ре-
зультатами, сироватковою фракцією ПППО фірми Діфко [47], свіжим знежиреним молоком корів 
[14], альбуміном сироватки крові ВРХ і свиней [34] чи людини [27], сумішшю альбуміну, холестери-
ну й жирних кислот [84]. 

Екстракт дріжджів. У середовищах для мікоплазм випробувані екстракти хлібних дріжджів [1, 
5, 51, 59, 65], пивних [5, 29, 54, 64] чи будь-яких інших [6, 18, 32, 45, 75]. Екстракт пресованих дріж-
джів Московського заводу краще стимулював ріст мікоплазм, ніж Лохвицького, а ще краще – рідких 
дріжджів Полтавського пивзаводу. Всі три види екстрактів готували на дистильованій воді. Але самі 
дріжджі готували із застосуванням води місцевих водогонів. Крім того, вони відносилися до одного 
виду – Saccharomуces cerevisiаe, але різних рас. Навіть на одному заводі можлива заміна однієї раси 
іншою. На Полтавському пивзаводі замінили расу 11 на RH – мутанта. Причому екстракт з дріжджів 
раси 11 був кращим стимулятором росту мікоплазм, ніж з RH – мутанту [5]. 

Екстракт дріжджів є одним з компонентів середовища, без якого неможливий задовільний ріст мі-
коплазм. З іншого боку, він може містити речовини, які пригнічують їх ріст [61, 78, 81]. Тому на екс-
тракт дріжджів ми звернули особливу увагу. В порівняльному аспекті вивчили можливість впливу на 
якість екстрактів п՚яти взірців дріжджів, які мали різницю за видами (хлібні, пивні дріжджі), комер-
ційними формами (пресовані, рідкі, сухі) і їх виробниками (Полтавський пивзавод, Львівські пресо-
вані й сухі, Одеські пресовані і Французькі сухі), методиками виготовлення та оптимальною кількіс-
тю в середовищі. Завись львівських пресованих дріжджів 25 % концентрації мала 2,8 % білка і її взя-
ли за стандарт. Проби зависів з інших видів дріжджів готували так, щоб вони мали таку ж кількість 
білку. Для цього, наприклад, сухих дріжджів брали по 6,6 г. Для одержання осаду пивні дріжджі 
центрифугували при 2000 об./хв протягом 15–20 хвилин. Усі зависі дріжджів готували на бідистильо-
ваній або знесоленій воді.  

Наші спостереження показали, що екстракт дріжджів інтенсивно стимулював ріст мікоплазм, як-
що був прозорим, без осаду і мав слабий жовто-зелений колір. Такі показники зовнішнього вигляду 
мав екстракт дріжджів з рН 4,5 після фільтрації через азбестові пластини СФ. Але методика його при-
готування є більш складною, ніж шляхом витримування в автоклаві при 121 оС. В останньому випад-
ку в екстракті з’являлись коричневий колір, опалесценція чи осад. Імовірно, що ці ознаки свідчили 
про наявність у екстракті інгібіторів росту мікоплазм.  

Прозорий екстракт пивних дріжджів з рН 7,8 одержали після попереднього витримування їх при 
37 оС протягом 2 годин, пресованих – 2–3 –разового промивання їх зависі фізіологічним розчином 
натрію хлориду у співвідношенні 1 : 5 – 1 : 10, а осад усунули шляхом двохступеневого витримуван-
ня екстракту в автоклаві при 121 оС. Спочатку екстракт витримували при 121 оС протягом 5 хв., охо-
лоджували до 20–22 оС і пропускали через фільтрувальний папір. Фільтрат остаточно стерилізували 
при 121 оС протягом 20 хв. [12 –13]. Подібний методичний прийом уже застосовували [5], але щодо 
бульйонів у середовище для мікоплазм. 

Краще за інших стимулювали ріст мікоплазм екстракт полтавських пивних і львівських сухих 
дріжджів. Оптимальною для росту мікоплазм є концентрація екстракту дріжджів у межах 2−4 
об’ємних відсотків.  

Мікоплазми, які розкладають аргінін, краще ростуть у середовищі з екстрактом дріжджів з рН 7,8, 
а глюкозу – рН 4,5 [1, 5, 10–13].  

Назви найбільш уживаних селективних поживних середовищ та результати власних пошу-
ків щодо їх удосконалення. Деякі дослідники їх умовно поділяють на середовища з компонентами 
частково відомим та відомим складом. Частково відомий хімічний склад мають основа (бульйон), 
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екстракт дріжджів і сироватка крові. 
У літературі відомо сотні прописів та методів виготовлення поживних середовищ частково відо-

мого складу для виділення та культивування різних видів молікутів. Вони включають основу (тепло-
ву витяжку з м’язу серця ВРХ, пептон Мартена тощо), екстракт дріжджів, сироватку крові тощо. Си-
роватку крові лише частково можуть замінити фосфоліпіди, сироватковий альбумін і холестерин, ро-
зчинений у 0,01 % розчині твіну-80. Складні мікоплазменні середовища потрібні для забезпечення 
потреб у живленні мікоплазм і нейтралізації токсичних для них речовини [5, 78]. Експериментально 
показано, що «некультивуючі мікоплазми» є досить чутливими до токсичних речовин, які є в пептоні 
та екстракті дріжджів [61], зокрема, жирних кислотах [78, 81].  

Від якості компонентів та рецептів приготування середовищ залежить успіх у вирощуванні «дуже 
вимогливих» до умов культивування і «некультивуючих» мікоплазм. Важливою умовою цього є відсу-
тність у поживному середовищі речовин, які пригнічують їх ріст. Тому контроль якості мікоплазменно-
го середовища треба починати з контролю якості усіх складників його компонентів [5, 16, 92]. 

Мікоплазми – факультативні анаероби. Тому при первинній ізоляції їх культури краще вирощувати 
в атмосфері вуглекислого газу. Анаероплазми та астероплазми є суворими анаеробами, бо вони втрати-
ли системи, які нейтралізують токсичні властивості кисню. М. hyorhinis вимагає аеробної атмосфери 
[61]. M. hyopneumoniae пропонують культивувати на курячих ембріонах, які розвиваються [28]. 

Описані методики й рецепти приготування середовищ для культивування мікоплазм: модифіковане 
ВІЕВ, Едварда, середовище на основі триптичного гідролізату м’язів серця ВРХ, Р. Р. Чалквіста для 
ізоляції M. synoviae й інші., а також уреаплазм: модифіковані середовища Хейфліка і Лівінгстона [24].  

У гуманній медицині застосовують середовища Хейфліка, Г. Я. Каган, SP – 4, для уреаплазм, ага-
ризоване середовище, А5К і інші [32, 33]. 

У наступному джерелі [57] приведені рецепти приготування найбільш відомих середовищ для ку-
льтивування мікоплазм: 

1. B – модифіковане середовище Л. Хейфліка (1965), на якому добре ростуть культури більшості 
видів мікоплазм і ахолеплазм. 

2. N є кращим, ніж середовище В для вирощування M. anatis, M. bovigenitalium, M. edwardii, 
M. felis, M. maculosum, M. meleagridis, M. spumans та M. verecundum. 

3. BACY – для культивування M. faucium i M. lipophilum.  
4. F – запропоноване Frey для культивування M. synoviae. 
5. A26 застосували [85] для вирощування M. hyopneumoniae і M. floccularae. 
6. FF [58 у модифікації 85] для культивування M. hyopneumoniae, M. floccularae і M. dispar. 
7. GS, адаптоване R. N. Gourlay and R. H. Leach (1970), для M. dispar. 
8. SP–4 розроблене для культивування спіроплазм, але ростуть і класичні мікоплазми – 

M. pneumoniae, M. genitalium, M. fermentans, M. dispar, M. synoviae, M. fastidiosum, M. feliminutum, 
M. alvi та M. sualvi [89, 90].  

Середовища B, N, BACY i F застосовують в FAO/WHO Міжнародного центру стандартів мікоп-
лазм тварин [57]. 

Відомі праці щодо розробки й удосконалення компонентів і середовищ для культивування мікоп-
лазм науковцями України [5, 10, 15, 21, 34, 41, 44].  

Запропоновано середовище для вирощування M. mycoides subsp. mycoides (C2) з частково відомим 
складом, куди входила і знежирена сироваткова фракція С у солюбілізованому холестеролі. В його 
модифікаціях – середовища С4 та С5 додавали холестерол і жирні кислоти як розчини в етанолі. Се-
редовища попередньо підігрівали. В них був альбумін сироватки крові ВРХ, звільнений від жирних 
кислот [52, 83]. Середовище С4 запропоновано для вирощування M. mycoides subsp. mycoides штам Y, 
а С5 – M. сapricolum [82]. Ще одне середовище з частково відомим складом рекомендоване для ви-
рощування штамів PG8 і PG9 A. laidlawii [76]. У його удосконаленому варіанті тріс – НСl буфер замі-
нили на буфер з натрієвої солі НЕРЕS, 1 % розчин альбуміну сироватки крові ВРХ фракцію У – на 
0,2 % розчин альбуміну сироватки крові ВРХ, обробленого активованим вугіллям, та добавлено елаї-
динову кислоту, коензим А і ферментативно гідролізований казеїн без вітамінів як джерело необхід-
них амінокислот [84]. 

Наступні автори [25] детально описали методики приготування компонентів і мікоплазменних  
середовищ: 

А. Сироватки крові, екстракту дріжджів, аутолізату дріжджів, ферментативного гідролізату м’яса 
ВРХ, кислотного гідролізату фаршу шлунків свиней (пептону Мартена), кислотного аутолізату печі-
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нки та розчинів цистеїну гідролізату, талію оцтовокислого, НАД та ДПН. 
Б. ВІЕВ, УНДІЕВ, М. Хофстада і Л. Доерр, Д. Едварда, Турнера зі співавт., Д. Шіммеля, 

Р. Р. Чалквіста, Л. Хейфліка, Ф. Фріза та Ф. Ф. Фрея, Ерно і Л. Штіпковича, Р. Горлей і Р. Ліч, 
Р. Гудвіна і П. Уіттлстоуна, синтетичного середовища для А. laidlawii. 

В. Середовищ для уреаплазм: У9Ц Шепарда і Лунцендорфа (1970), Робертсона, Ховарда, 
С. В. Лівінгстона, диференціального щільного середовище А 8. синтетичного середовища для 
А. laidlawii [18, 25].  

Г. Середовище для анаероплазм Робінсона.  
Д. Середовищ для спіроплазм: МІА, SP–4 [ 89], BSR [18]. 
Фірми BBL і Difco (США) готують для мікоплазменних середовищ сухі агарову і бульйонну осно-

ви, бульйонну основу для M. synoviae (Frey) та додатки (екстракт дріжджів і натуральна сироватка 
крові коня). Himedia Laboratories (Індія) реалізує в Україні три названі основи з тваринних та рослин-
них компонентів. Крім того, є також бульйонна основа для урогенітальних мікоплазм і добавка (5 % 
розчин сечовини) [66]. 

Середовища відомого складу готувати досить важко. В них треба мати певну кількість ліпідів у 
нетоксичній формі і не зв’язаних з протеїном. Більшость видів мікоплазм має потребу в жирних кис-
лотах з довгим ланцюгом та в стеролі. Виключення складають ахолеплазми, термоплазми й деякі ана-
ероплазми. Оскільки жирні кислоти з довгим ланцюгом навіть у низькій концентрації викликають 
лізис мікоплазм, то вони повинні бути в нетоксичній формі, а неестеризована жирна кислота – у 
зв’язаній з сироватковим альбуміном. Якщо потрібний чіткий контроль кількості жирних кислот у 
мембранах ліпідів, то бажано видаляти ендогенні жирні кислоти з комерційних препаратів сироват-
кових альбумінів. Склад жирних кислот в комерційних препаратах є дуже важливим. Так звані чисті 
препарати жирних кислот в альбуміні сироватки крові ВРХ можуть мати значну кількість жирних 
кислот і холестеролу. Кількість жирних кислот в альбуміні сироватки крові ВРХ зменшують шляхом 
обробки активованим вугіллям [52] чи слабо лужним метанолом [83]. 

Автор [5] випробував якість мікоплазменних середовищ, виготовлених за 56 прописами, у яких пе-
ремінною величиною був лише бульйон. Але в них була загальна схема пропису, наведена в таблиці. 

Склад середовищ для мікоплазм, яке застосували  для випробування різних видів бульйонів  
Компоненти середовища Кількість, мл 

Бульйон 650,5 
Сироватка крові коня 200,0 
Екстракт дріжджів 40,0 
Середовище Ігла або 199 40,0 
5 % розчин гідролізату лактоальбуміну 50,0 
0,2 % розчин ДНК, РНК або їх солей 10,0 
5 % розчин талію оцтовокислого 5,0 
0,5 % розчин фенолового червоного 2,0 
Розчин пеніциліну (100000 Од/мл) 2,5 

Джерело: [5]. 
 
Їх основу складали бульйон з перевару Хоттінгера; бульйон з пептону, виготовленого зі шлунків 

поросят (бульйон Мартена); розчин Хенкса, бульйон з легень поросят, бульйон з пептонів шлунків та 
легень поросят, бульйон з печінки ВРХ, бульйон з пептонів шлунків та печінки поросят, бульйон з 
триптичного гідролізату серцевого м’язу ВРХ і в поєднанні його з пептоном сухим ферментативним; 
ферментативний казеїно-дріжджовий аутолізат, виготовлений у Всесоюзному науково-дослідному і 
технологічному інституті біологічної промисловості й бульйон сухий мікоплазменний (БСМ), вигото-
влений там же за технологією В. П. Бердника (1986, 1991) [5]; пептон сухий ферментативний, виготов-
лений згідно з ДГСТ 13805–76 у ППБ Хабаровського науково-дослідного інституту експерименталь-
ної медицини; ферментативний гідролізат м’язових білків (ВІЕВ), гепатопептон (Щолковський біо-
комбінат), бактопептон (Чехословаччина), автолізат дріжджів, обезводнені компоненти фірми Діфко 
– бактосерцево-мозковий настій та бакто ПППО бульйон. Найбільшу чутливість при виділенні міко-
плазм з патологічного матеріалу і урожайність їх культур спостерігали при застосуванні середовищ, у 
яких основою був бульйон зі шлунків поросят 4−8-місячного віку або бульйон з триптичного гідролі-
зату серцевого м’язу ВРХ. На середовищі з БСМ, який зберігали у скляному флаконі під гумовою 
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пробкою протягом 28 років, відмітили такий же рівень урожайності культур мікоплазм, як і на сере-
довищі (контроль), у якому був бульйон, свіжоприготовлений із застосуванням пептону зі шлунків 
поросят і екстракту м’яса ВРХ. 

З метою пошуку стимуляторів росту мікоплазм випробувано 57 видів солей хімічних елементів у 
різних концентраціях. Їх по одному вводили в поживні середовища, на які висівали одну зі свіжови-
рощених культур штамів 407 M. arginini; П 42, П 63 і Ч-2 M. hyorhinis; M. hyopneumoniae і 10116 
A. laidlawii. Вони по-різному впливали на ріст штамів навіть одного виду. Тому було зроблено висно-
вок, що мікоплазменні середовища треба удосконалювати не шляхом додавання компонентів, а по-
ліпшенням якості води (бідистильована, знесолена) і чітким виконанням методик їх приготування, 
зокрема, бульйону та сироватки крові тварин. Зважаючи на це, автор [5] готував окремо середовища 
для культивування мікоплазм, які розкладають аргінін, глюкозу та сечовину.  

Поживні середовища для мікоплазм продовжують удосконалювати до сьогоднішнього дня по мірі 
поглиблення наших знань про їхні біологічні властивості. В нашій країні це змушує робити і досить 
висока вартість компонентів для виготовлення поживних середовищ для мікоплазм фірм Difco, BBL, 
Нуmedia тощо. Причому їх якість є на рівні компонентів і середовищ вітчизняного виготовлення. Це 
було підтверджено і в наших дослідженнях. За їх результатами розроблено два нові методи приготу-
вання рідкого поживного середовища [10, 11]. В обох з них основою є сухий ферментативний пептон 
виробництва «Синбіаз» та в першому був екстракт з сухих дріжджів «Саф – момент» з рН 7,7−7,9, а у 
другому – екстракт з пивних дріжджів з рН 7,7−7,9. Середовища випробували в порівняльному аспек-
ті з середовищами, описаними в літературі [5, 59, 85] чи виготовленими з відомих компонентів [66], 
при мікоплазмологічному дослідженні проб легень, уражених серозно-катаральним запаленням, віді-
браних від 30 свиней з 3 неблагополучних щодо мікоплазмозу господарств. Культури мікоплазм ви-
ділили в середньому від 23 (76,7 %) поросят, або в межах від 62,5 до 83,3 % поросят. Чутливість ку-
льтурального методу в інших авторів складала 87,9 % [5], 56,6 % [19], 50,8 % [29], 91,0 % [36], 
50,0−70,0 % [37], 42,5−49,0 % [42] тощо. В асоціації з мікоплазмами найчастіше виділяли від свиней 
усіх трьох господарств культури Staphylococcus aureus (14 голів або 46,7 %), двох − C. pyogenes і 
Streptococcus pyogenes по 8 (по 26,7 %) голів і одного господарства – Bordetella bronchiseptica 4 
(13,3 %) голови. Подібні результати одержали також і інші автори [5, 38]. Антигени з вирощених на 
наших середовищах культур епізоотичних і еталонних штамів мікоплазм та антисироватки до них, 
одержаних від кроликів і свиней, випробувані в реакції аглютинації, реакції тривалого зв’язування 
комплементу в мікрооб’ємі та в пробі затримки росту. Активність і специфічність одержаних антиге-
нів і антисироваток загалом були на такому ж рівні, як і в опублікованому джерелі [5] чи, навіть, 
кращими порівняно з одержаними на середовищі, виготовленому з компонентів Нуmedia. Вартість 
1 л середовища з вітчизняних компонентів є в 7−8 разів меншою, ніж із закордонних, при кращій яко-
сті. На стільки ж зменшаться і витрати на проведення мікоплазмологічних досліджень патологічного 
матеріалу та виготовлення мікоплазменних діагностикумів і вакцин. Тому є економічна вигода готу-
вати мікоплазменні середовища із застосуванням вітчизняних компонентів.  

 
Висновки 
Мета роботи полягала у проведенні огляду та здійсненні аналізу результатів, одержаних упродовж 

понад 120-річного періоду декількома поколіннями дослідників та авторами статті при розв՚язанні 
однієї з основних проблем мікоплазмології – розробці й удосконаленні селективних мікоплазменних 
поживних середовищ. Аналіз літературних публікацій за понад столітній період становлення та роз-
витку мікоплазмології свідчить, що досягнуто певних успіхів у вивченні біологічних властивостей 
молікутів, зокрема, морфології й хімічного складу мікроструктурих часток, біохімічних особливос-
тей, патогенності та форм її прояву. На основі цих даних розроблені методи приготування компонен-
тів і сотні прописів приготування поживних середовищ з них для культивування молікутів. Ще ніхто 
не зміг виготовити одне універсальне середовище для всіх описаних їх видів, бо вони мають різні по-
треби щодо живлення та умов культивування. Певні середовища є придатними для культивування 
лише декількох видів мікоплазм. Не розроблені поживні середовища для культивування фітоплазм і 
гемоплазм та інших ще невідомих нам видів молікутів, які, імовірно, населяють організми тварин і 
рослин.  

Перспективи подальших досліджень полягають у подальшій розробці заходів щодо удосконален-
ня засобів та методів культивування молікутів.  
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