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Ìèêîïëàçìû — îñíîâíûå êîíòàìèíàíòû êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Ïåðñèñòèðóÿ â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, ìèêîïëàçìû ìíî-
ãîîáðàçíî âëèÿþò íà ôóíêöèîíèðîâàíèå êëåòîê-õîçÿåâ. Ïðîâåäåíèå ýêñïåðèìåíòîâ íà òàêèõ êîíòàìèíèðîâàííûõ
êëåòêàõ íåðàöèîíàëüíî, êàê è íàðàáîòêà â íèõ áåëêà. Öåëü ðàáîòû — èçó÷èòü âîçìîæíîñòü áûñòðîãî âûÿâëåíèÿ
êîíòàìèíàöèè ìèêîïëàçìàìè êóëüòóð êëåòîê è áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ ñ âîñïðîèçâåäåíèåì ðàíåå ðàçðàáî-
òàííîé ìåòîäèêè, ïðè âíåñåíèè â íåå óïðîùàþùèõ ìîäèôèêàöèé, ïîâûøàþùèõ äîñòóïíîñòíîñòü òàêîãî àíàëèçà â
Ðîññèè, à òàêæå îöåíèòü âîçìîæíîñòü âàëèäàöèè ìåòîäèêè äëÿ êîíòðîëÿ â ïðîöåññå ïðîèçâîäñòâà. Èç óæå ñóùåñò-
âóþùèõ ìåòîäèê äåòåêöèè ìèêîïëàçìû ìåòîäîì qPCR (quantitative PCR) áûëà âûáðàíà íàèáîëåå ïðèãîäíàÿ äëÿ ðà-
áîòû, ïðîèçâåäåíà ìîäèôèêàöèÿ àíàëèçà: äîðîãîñòîÿùèå è íåäîñòóïíûå ê ñèíòåçó â Ðîññèè MGB-çîíäû áûëè çà-
ìåíåíû íà îáû÷íûå ôëóîðåñöåíòíûå. Âîñïðîèçâîäèìîñòü è ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìîäèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêè áûëè
èçó÷åíû íà ïðèìåðå ðàáîòû ñ M. hominis. ×óâñòâèòåëüíîñòü äàííîãî òåñòà äîñòèãàåò 10 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì íà
ðåàêöèþ. Íà îñíîâàíèè ñîïîñòàâëåíèÿ ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ è ðåãëàìåíòèðóåìûõ íîðìàòèâíûìè äîêóìåíòàìè
òðåáîâàíèé ê ìåòîäàì äåòåêöèè ìèêîïëàçì ñäåëàí âûâîä, ÷òî ïðåäëîæåííàÿ ìåòîäèêà íà îñíîâå qPCR àíàëèçà õî-
ðîøî ïîäõîäèò äëÿ ñâîåâðåìåííîé è ðåãóëÿðíîé ïðîâåðêè êóëüòóð êëåòîê íà ïðåäìåò êîíòàìèíàöèè ìèêîïëàçìà-
ìè, òåîðåòè÷åñêè íåò íèêàêèõ ïðîòèâîðå÷èé ñ ñîâðåìåííîé ðåãëàìåíòèðóþùåé äîêóìåíòàöèåé äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
ýòîãî ìåòîäà â êà÷åñòâå îñíîâíîãî.
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Ïðåäñòàâèòåëè êëàññà Mollicutes — ìèêîïëàçìû — ÿâëÿ-
þòñÿ ñàìûìè ìàëûìè èç íûíå èçâåñòíûõ ïðîêàðèîò, ñïî-
ñîáíûõ ê ñàìîâîñïðîèçâåäåíèþ. Îáëàäàÿ ìàëûì êîëè÷å-
ñòâîì ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè, ñêóäíûìè ñèíòåòè÷åñêè-
ìè âîçìîæíîñòÿìè è íå èìåÿ êëåòî÷íîé ñòåíêè,
ìèêîïëàçìû çàíèìàþò øèðîêóþ ýêîëîãè÷åñêóþ íèøó è
ðàñïðîñòðàíåíû ïðàêòè÷åñêè ïîâñåìåñòíî èñêëþ÷èòåëüíî
áëàãîäàðÿ ñîñóùåñòâàíèþ ñ âûñøèìè ýóêàðèîòàìè.

Îáíàðóæåííàÿ âïåðâûå 60 ëåò íàçàä êîíòàìèíàöèÿ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð ìèêîïëàçìàìè — ñåé÷àñ óæå õîðîøî
èçâåñòíàÿ ëþáîìó áèîòåõíîëîãó ïðîáëåìà. Õîòÿ èìååòñÿ
ìíîãî äàííûõ î âûñîêèõ óðîâíÿõ êîíòàìèíàöèè êóëüòóð â
ëàáîðàòîðèÿõ [1], î÷åâèäíî, ÷òî ñ ðîñòîì îçàáî÷åííîñòè
ýòîé ïðîáëåìîé î÷èùåíèå îò ìèêîïëàçìû äîëæíî ïðîèñ-
õîäèòü ñòðåìèòåëüíî, ó÷èòûâàÿ õîðîøî ðàçðàáîòàííûå
ìåòîäû ýðàäèêàöèè [2]. Èñòî÷íèêîì ñïîíòàííîãî çàðàæå-
íèÿ ñðåä ÿâëÿåòñÿ ñàì èññëåäîâàòåëü èëè êîìïîíåíòû
ñðåä (ñûâîðîòêè êðîâè æèâîòíûõ).

Ìèêîïëàçìû — îñíîâíûå êîíòàìèíàíòû êëåòî÷íûõ
êóëüòóð [3]. Óðîí, êîòîðûé íàíîñèòñÿ ìèêîïëàçìàìè èñ-
ñëåäîâàíèþ èëè ïðîèçâîäñòâó ìíîãîîáðàçåí. Îáåäíÿÿ
ñðåäó, ìèêîïëàçìà, êàê ìèíèìóì, óãíåòàåò êëåòî÷íûé ðîñò
êóëüòóðû. Ïåðñèñòèðóÿ â êóëüòóðå, ìèêîïëàçìû ìîãóò ïðè-
âîäèòü ê öåëîìó ñïåêòðó ïîâðåæäåíèé êëåòîê: îò ïî÷òè
íåçàìåòíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé äî àïîïòîçà [4].
Ìèêîïëàçìû èçìåíÿþò ðàçëè÷íûå ñâîéñòâà êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê: ìåòàáîëèçì, ïðîëèôåðàöèþ, ñèãíàëèíã è ýêñ-

ïðåññèþ ãåíîâ [5]. Èõ ïðèñóòñòâèå â êëåòêàõ ìîæåò âûçû-
âàòü íàðóøåíèÿ öåëîñòíîñòè ìåìáðàí êëåòîê-õîçÿåâ è
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìåìáðàííûõ ðåöåïòîðîâ. Ìèêîïëàçìû
èíãèáèðóþò ñëèÿíèå êëåòîê ïðè ðàáîòå ñ ãèáðèäîìíîé
òåõíîëîãèåé, âëèÿþò íà ñòàáèëüíîñòü ìàëûõ èíòåðôåðè-
ðóþùèõ ÐÍÊ [6]. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè òàêîé êîíòàìèíàöèè
ïðîèñõîäèò ïîâðåæäåíèå õðîìîñîì êëåòîê-õîçÿåâ [7].

Òàêèì îáðàçîì, ñëîæíî ïðàâèëüíî èíòåðïðåòèðîâàòü
ëþáûå ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííîãî íà ëèíèè
êëåòîê, çàðàæåííîé ìèêîïëàçìîé. Òàêæå, áåçóñëîâíî, íå-
äîïóñòèìà êîíòàìèíàöèÿ òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ ìèê-
ðîîðãàíèçìàìè. Íåöåëåñîîáðàçíûì ÿâëÿåòñÿ ëþáîå âå-
äåíèå ëèíèé, çàðàæåííûõ ìèêîïëàçìîé, ñëåäîâàòåëüíî,
âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü ïîñòîÿííîãî êîíòðîëÿ âîçìîæ-
íîé êîíòàìèíàöèè.

Îáðàçöû äëÿ àíàëèçà

Îáðàçöàìè äëÿ àíàëèçà â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñëóæàò
îáðàçöû ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç êëåòîê è ñóïåðíàòàíòîâ êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð. Õîòÿ ýòî è âîçìîæíî, íî îáðàçöû ñóïåðíà-
òàíòîâ áåç âûäåëåíèÿ ÄÍÊ ïðè àíàëèçå ëó÷øå íå èñïîëü-
çîâàòü, ïîñêîëüêó ÏÖÐ ÷àñòî èíãèáèðóåòñÿ êîìïîíåíòàìè
ñðåä èëè ñåêðåòèðóåìûìè áåëêàìè, â òàêîì ñëó÷àå âíóò-
ðåííèé êîíòðîëü ðåàêöèè îñîáåííî àêòóàëåí. Äëÿ âûäå-
ëåíèÿ ÄÍÊ èç êëåòî÷íûõ êóëüòóð äîñòóïíà ìàññà íàáîðîâ
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è ïðîòîêîëîâ äëÿ ñàìîñòîÿòåëüíîãî ïðèãîòîâëåíèÿ íåîá-
õîäèìûõ áóôåðîâ.

Îòå÷åñòâåííàÿ ôàðìàêîïåÿ îïèñûâàåò èñïûòàíèå íà
ïðèñóòñòâèå ìèêîïëàçì äëÿ ïîñåâíûõ êëåòîê, ìàñòåð áàí-
êà, ðàáî÷èõ áàíêîâ, ïðîèçâîäñòâåííûõ è êîíòðîëüíûõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ïîñåâíîãî è ðàáî÷åãî âèðóñíûõ áàí-
êîâ, ãîòîâîãî ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà, êîòîðûå ñîãëàñ-
íî íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè íå äîëæíû ñîäåðæàòü ìè-
êîïëàçì [8].

Ìåòîäû îïðåäåëåíèÿ ìèêîïëàçì

Ìèêîïëàçìû ñëîæíî äåòåêòèðóþòñÿ, òàê êàê íå âèäíû ïðè
ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè è ìíîãèå èìåþò î÷åíü
íèçêóþ ñêîðîñòü ðîñòà â êóëüòóðå. Ìèêîïëàçìû ñòîëü
ìàëû (0,15–0,3 ìêì), ÷òî ìîãóò ïðîõîäèòü ÷åðåç ôèëüòðû,
÷åðåç êîòîðûå îáû÷íî ôèëüòðóþò êóëüòóðàëüíûå ñðåäû.
Ïðè ýòîì äàæå èõ îãðîìíîå êîëè÷åñòâî â ñðåäå íåâîç-
ìîæíî îïðåäåëèòü âèçóàëüíî.

Ìåòîäû, êîòîðûìè ìîæåò îïðåäåëÿòüñÿ ïðèñóòñòâèå
ìèêîïëàçì, â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè îòå÷åñòâåííîé
[8] è Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïåé [9]: êóëüòóðàëüíûé (ìèêðî-
áèîëîãè÷åñêèé) ìåòîä è öèòîõèìè÷åñêèé (ìåòîä èíäèêà-
òîðíîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû). Â îòå÷åñòâåííîé ôàðìàêîïåå
ðàçðåøåíî èñïîëüçîâàíèå àëüòåðíàòèâíûõ ìåòîäîâ èñ-
ñëåäîâàíèÿ, îäíàêî îòñóòñòâóþò ðåêîìåíäàöèè ïî âàëè-
äàöèè. Ïîäõîäû ê âàëèäàöèè ìåòîäîâ àìïëèôèêàöèè íóê-
ëåèíîâûõ êèñëîò äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðèñóòñòâèÿ ìèêî-
ïëàçì èìåþòñÿ â Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïåå.

Êóëüòóðàëüíûé ìåòîä. Ðåêîìåíäîâàí â ïîñëåäíèõ
èçäàíèÿõ àìåðèêàíñêîé, åâðîïåéñêîé, ÿïîíñêîé ôàðìàêî-
ïåé â êà÷åñòâå «çîëîòîãî ñòàíäàðòà» îïðåäåëåíèÿ ìèêî-
ïëàçì, èìååò ðÿä íåäîñòàòêîâ [10]:

– äëèòåëüíîå âðåìÿ àíàëèçà — òðåáóåò 28 ñóòîê,
– ÷óâñòâèòåëüíîñòü òåñòà ñèëüíî çàâèñèò îò ïðàâèëü-

íîãî ïðèãîòîâëåíèÿ ñðåä è êà÷åñòâà êîìïîíåíòîâ ñðåä,
– ëîæíîîòðèöàòåëüíûå ðåçóëüòàòû òàêæå ìîãóò áûòü

ïîëó÷åíû èç-çà íåïðàâèëüíîãî õðàíåíèÿ îáðàçöà ïåðåä
àíàëèçîì: íà æèçíåñïîñîáíîñòü ìèêîïëàçì ìîæåò ïîâëè-
ÿòü âðåìÿ è òåìïåðàòóðà õðàíåíèÿ îáðàçöà, ò.å. íå áóäóò
îáíàðóæåíû ïðèñóòñòâóþùèå, íî óæå íåæèçíåñïîñîáíûå
ìèêîïëàçìû.

Íåñìîòðÿ íà ýòè íåäîñòàòêè, â ôàðìàêîïåÿõ ðåêîìåí-
äîâàíî â êà÷åñòâå îñíîâíîãî ìåòîäà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìè-
êîïëàçì èñïîëüçîâàòü èìåííî êóëüòóðàëüíûé ìåòîä.

Ìåòîä èíäèêàòîðíîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Îñíî-
âàí íà âíåñåíèè èñïûòóåìîãî îáðàçöà â êëåòî÷íóþ êóëüòó-
ðó, ÷óâñòâèòåëüíóþ ê ìèêîïëàçìàì (îáû÷íî Vero), è ïî-
ñëåäóþùåé îáðàáîòêå êóëüòóðû êëåòîê ñïåöèôè÷åñêèì
ôëóîðåñöèðóþùèì êðàñèòåëåì Hoechst-33258. Ïîñëå èí-
êóáàöèè ñ êðàñèòåëåì åãî ñëèâàþò è ìèêðîñêîïèðóþò
êëåòêè â ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå. Íåäîñòàòêè ýòîãî
ìåòîäà: äëèòåëüíîå âðåìÿ àíàëèçà (èíêóáàöèÿ â òå÷åíèå
5 ñóòîê), ìåòîä íå ïðîñò â èñïîëüçîâàíèè, íåîáõîäèìû
ñïåöèàëüíàÿ êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà, ñðåäû, à òàêæå ëþìå-
íåñöåíòíûé ìèêðîñêîï.

Ìåòîäû àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Ñà-
ìûì ïðîñòûì è äîñòóïíûì èç ýòîé ãðóïïû ìåòîäîâ ÿâëÿ-
åòñÿ ÏÖÐ (ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ) — ìíîãîêðàò-
íîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ïðåäñòàâëåííîé â îá-
ðàçöå ÄÍÊ ïðè íàëè÷èè íåîáõîäèìûõ êîìïîíåíòîâ
ðåàêöèè (íóêëåîòèäû, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà, ïðàéìåðû) è òåð-
ìîöèêëèðîâàíèÿ. Çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà êîïèé
äîñòèãàåòñÿ âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà. Ïðè ñðàâ-

íåíèè ìåòîäà èíäèêàòîðíîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû, êóëüòó-
ðàëüíîãî ìåòîäà è ìåòîäîâ àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâûõ
êèñëîò, ïî ôàêòè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÏÖÐ ïðîèãðû-
âàåò êóëüòóðàëüíîìó ìåòîäó, îäíàêî ìíîãîêðàòíî âûèã-
ðûâàåò ïî âðåìåíè — ñêîðîñòü àíàëèçà ìåòîäîì ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè ñ ó÷åòîì âûäåëåíèÿ ÄÍÊ çàíèìàåò
3–4 ÷àñà. Äàííûé ìåòîä îäíîçíà÷íî íàèëó÷øèì îáðàçîì
ïîäõîäèò äëÿ áûñòðîé ðóòèííîé ïðîâåðêè îáðàçöîâ íà
ïðèñóòñòâèå ìèêîïëàçì. Òàêæå òîëüêî òàêîé áûñòðûé ìå-
òîä, êàê ÏÖÐ, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ïðîâåðêè ïðî-
ìåæóòî÷íûõ ïðîäóêòîâ, òàêèõ êàê áèîìàññà èç áèîðåàêòî-
ðà, êîòîðóþ ÷àñòî íåîáõîäèìî ïîäâåðãàòü íåìåäëåííîé
îáðàáîòêå.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè áûñò-
ðîãî âûÿâëåíèÿ êîíòàìèíàöèè ìèêîïëàçìàìè êëåòî÷íûõ
ëèíèé è áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ ñ âîïðîèçâåäåíè-
åì ðàíåå ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêè, ïðè âíåñåíèè â íåå óï-
ðîùàþùèõ ìîäèôèêàöèé, ïîâûøàþùèõ äîñòóïíîñòíîñòü
òàêîãî àíàëèçà â Ðîññèè, à òàêæå ïîñëå îïðåäåëåíèÿ ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè îöåíèòü âîçìîæíîñòü âàëèäàöèè ìåòîäèêè
äëÿ êîíòðîëÿ íà ïðîèçâîäñòâå.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ðåàãåíòû è îáîðóäîâàíèå. Ñìåñü äëÿ ÏÖÐ (â ðàñ÷åòå íà
îäíó ðåàêöèþ 25 ìêë): 0,4 ìêë HS Taq ÄÍÊ ïîëèìåðàçû
(«Åâðîãåí», Ðîññèÿ, PK015L), 2,5 ìêë áóôåðà äëÿ ÏÖÐ, ïî-
ñòàâëÿåìîãî âìåñòå ñ ïîëèìåðàçîé (10�), 2 ìêë ñìåñè äå-
çîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ ïî 2,5 ìÌ êàæäîãî («Sigma»,
ÑØÀ, DNTP100A), âîäà 7,6 ìêë. Ïðàéìåðû è çîíäû ñìåøè-
âàëè çàðàíåå, òàêàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà êàæäîãî ñìûñëîâî-
ãî ïðàéìåðà 4 ìêÌ/ë, 2 ìêÌ/ë êàæäîãî àíòèñìûñëîâîãî
ïðàéìåðà, 2 ìêÌ/ë êàæäîãî çîíäà, 0,8 ìêÌ/ë, 0,4 ïã/ìë
âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ. Â ðåàêöèþ îáùèì îáúåìîì 25 ìêë
òàêîé ñìåñè äîáàâëÿëè 2,5 ìêë è 10 ìêë èññëåäóåìîãî îá-
ðàçöà. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó îïðåäåëåíèÿ ÏÖÐ â
ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè iCycler IQ5 («Bio-Rad», ÑØÀ) è
ñîîòâåòñòâóþùåå ñòàíäàðòíîå ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå.
Cq (Ct; Threshold cycle) îïðåäåëÿëñÿ àâòîìàòè÷åñêè.

Âûäåëåíèå ÄÍÊ. Ïðîèçâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñà-
ìîñòîÿòåëüíî ïðèãîòîâëåííûõ áóôåðîâ [11] ïî ìåòîäèêå,
îñíîâàííîé íà ëèçèñå êëåòîê è äåíàòóðàöèè êîìïëåêñîâ
ÄÍÊ è áåëêîâ â ðàñòâîðå ãóàíèäèíà òèîöèîíàòà.

Ïðàéìåðû è çîíäû. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ,
çîíäîâ, à òàêæå âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ, ðàçðàáîòàííûå
K. Janetzko ñ ñîàâò. [12], ïðèâåäåíû â òàáëèöå 1. Èñïîëü-
çîâàííûå â ðàáîòå çîíäû ïðèâåäåíû â òàáëèöå 2. Ïðàéìå-
ðû è çîíäû áûëè çàêàçàíû â êîìïàíèè «Áèãëü» (Ðîññèÿ),
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ ñèíòåçèðîâàíà
êîìïàíèåé «Åâðîãåí» (Ðîññèÿ). Èñïîëüçîâàëè äâóõñòóïåí-
÷àòûé ïðîòîêîë ÏÖÐ: ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðà-
öèè â òå÷åíèå 3 ìèíóò ïðè 95 °C ïðîâîäèëè 40 öèêëîâ àì-
ïëèôèêàöèè: 15 ñåêóíä ïðè 95 °C è 60 ñåêóíä ïðè 50 °C.

Ñòàíäàðòíûé îáðàçåö. Äëÿ èçìåðåíèÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè àíàëèçà ïîñëå åãî âîñïðîèçâåäåíèÿ ñ èçìåíåí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ çîíäà â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
äâà êîíòðîëüíûõ îáðàçöà: êîíòðîëüíûé îáðàçåö îò íàáî-
ðà ÔÅÌÎÔËÎÐ êîìïàíèè «ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ» (Ðîññèÿ), ñî-
äåðæàùèé 106 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì â 1 ìë, è îáðàçåö
ëèîôèëèçèðîâàííûõ M. hominis, êîòîðûé áûë ïðåäîñòàâ-
ëåí ÔÁÓÍ ÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè èìåíè
Ïàñòåðà. Ìåòîäîì òèòðîâàíèÿ â «ïèòàòåëüíîé ñðåäå äëÿ
âûÿâëåíèÿ M. hominis» (ïðîèçâîäñòâà òîãî æå èíñòèòóòà)
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áûëà îïðåäåëåíà êîíöåíòðàöèÿ ìèêîïëàçì â êóëüòóðå.
Êóëüòóðó ìèêîïëàçì ñ ñîäåðæàíèåì 106 ÊÎÅ â 1 ìë ïîä-
âåðãàëè ïîñëåäîâàòåëüíîìó ðàçâåäåíèþ äëÿ îöåíêè ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ÏÖÐ-àíàëèçà. Èñïîëüçóÿ ýòè äâà ñòàíäàðòà
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà ñîîòâåòñò-
âóåò îïèñàííîé ïðè èñïîëüçîâàíèè MGB-ìîäèôèöèðîâàí-
íîãî çîíäà.

Íåñêîëüêî ëåò íàçàä ÂÎÇ áûë ââåäåí ìåæäóíàðîä-
íûé ñòàíäàðòíûé îáðàçåö ìèêîïëàçì, êîòîðûé äîñòóïåí ê
çàêàçó [13]. Íî èç-çà ñòðîãîñòè òàìîæåííûõ ïðàâèë è
ñëîæíîñòè ïðàâèë ïåðåâîçêè ìèêðîîðãàíèçìîâ çàêàçàòü â
íàøó ëàáîðàòîðèþ òàêîé ñòàíäàðò íå ïîëó÷èëîñü. Òàêîé
âàëèäèðîâàííûé îáðàçåö õîðîøî ïîäõîäèò êàê äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè òåñòîâ, òàê è
äëÿ âàëèäàöèè ìåòîäèêè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

×óâñòâèòåëüíîñòü âîñïðîèçâåäåííîé qPCR ìåòîäèêè

ïîñëå èçìåíåíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäîâ

Ïðè îáçîðå ëèòåðàòóðû ïî äåòåêöèè ìèêîïëàçì âèäíî,
÷òî ïåðåä èññëåäîâàòåëÿìè ÷àùå ñòîèò çàäà÷à îïðåäåëå-
íèÿ êàêîãî-òî îäíîãî âèäà ìèêîïëàçì. Ïîñêîëüêó êëåòî÷-
íûå ëèíèè ìîãóò áûòü êîíòàìèíèðîâàíû ðàçëè÷íûìè âè-
äàìè êëàññà Mollicutes (Ìèêîïëàçìû), äëÿ äåòåêöèè ðà-
öèîíàëüíî èñïîëüçîâàòü òåñò, ñïåöèôè÷íûé ñðàçó ê

íàèáîëüøåìó âîçìîæíîìó êîëè÷åñòâó âèäîâ ìèêîïàçì,
êîíòàìèíèðóþùèõ êóëüòóðû êëåòîê. Âûáðàííûé íàìè äëÿ
ðàáîòû òåñò óäîâëåòâîðÿåò ýòîìó òðåáîâàíèþ: â íàøåé ðà-
áîòå èñïîëüçîâàëèñü ïðàéìåðû K. Janetzko ñ ñîàâò. [12]:
íåìåöêèìè ó÷åíûìè áûë íàéäåí êîíñåíñóñ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé 16S ðèáîñîìàëüíîé ÄÍÊ 18 âèäîâ ìèêîïëàçì
(â òîì ÷èñëå Ureaplasma è Acholeplasma), ïîçâîëÿþùèé
ïðîâîäèòü àìïëèôèêàöèþ ñ ÄÍÊ ëþáîãî èç ýòèõ âèäîâ ìè-
êîïëàçì ñ èñïîëüçîâàíèåì âñåãî âîñüìè ïðàéìåðîâ, à äå-
òåêòèðîâàòü ôëóîðåñöåíöèþ ñ ïîìîùüþ îäíîãî, êîìïëå-
ìåíòàðíîãî êî âñåì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì çîíäà (òàáë. 1).
Òàêæå àâòîðàìè áûëà ïðåäëîæåíà äëÿ ñèíòåçà ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ è çîíä, êîìïëåìåíòàð-
íûé ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Àâòîðàìè îðèãèíàëüíîé òåñò-ñèñòåìû (K. Janetzko ñ
ñîàâò.) áûëè ïðåäëîæåíû çîíäû ñ MGB (minor groove
binding) ìîäèôèêàöèåé. Îáû÷íî òàêèå çîíäû èñïîëüçóþò-
ñÿ äëÿ àëëåëü-ñïåöèôè÷íîé ÏÖÐ, òàê êàê îñíîâíûì ïðå-
èìóùåñòâîì òàêîé ìîäèôèêàöèè ÿâëÿåòñÿ áóëüøàÿ ñïå-
öèôè÷íîñòü ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ÷åì ó íåìîäèôèöèðî-
âàííîãî îëèãîíóêëåîòèäà [14]. Â äàííîì ñëó÷àå çîíäû,
âåðîÿòíî, áûëè ìîäèôèöèðîâàíû äëÿ òåîðåòè÷åñêè áîëü-
øåé ñòàáèëüíîñòè, öåëåñîîáðàçíîñòü òàêîé ìîäèôèêàöèè
áåç íåîáõîäèìîñòè àëëåëüíîé äèñêðèìèíàöèè ìîæíî ñòà-
âèòü ïîä âîïðîñ. Â Ðîññèè îëèãîíóêëåîòèäû ñ òàêîé ìîäè-
ôèêàöèåé íå ñèíòåçèðóþò, ñèíòåçèðóåò èõ òîëüêî êîìïà-

Èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà qPCR äëÿ êîíòðîëÿ îòñóòñòâèÿ ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè
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Òàáëèöà 1. Îðèãèíàëüíûé äèçàéí ïðàéìåðîâ K. Janetzko ñ ñîàâò. [12]

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (5� � 3�) Ñïåöèôè÷íîñòü

Ïðàéìåðû

Myco16sQF1 gcaaagctatagagatatagtagaggt Mycoplasma orale, M. mycoides, M. capricolum
è âíóòðåííèé êîíòðîëü

Myco16sQF2 gcraagctatagaratatagtggaggt M. arthritidis, M. gallisepticum, M. hominis, M. hyorhinis,
M. penetrans, M. pirum, M. salivarium, M. synoviae

Myco16sQF3 gcaatgctatagagatatagcggaggt M. arginini

Myco16sQF4 gcaaagctatggagacatagtggaggt M. fermentans

Myco16sQF5 gcaaagttatggaaacataatggaggt M. pneumoniae, M. genitalium

Myco16sQF6 gcgacgctatagaaatatagttgaggt Ureaplasma urealyticum, U. parvum

Myco16sQF7 gcaaaggcttagaaataagttcggaggc Acholeplasma laidlawii

Myco16sQR1 gttgcgctcgttgcgggac Âñå Mollicutes

Myco16sQR2 gttgcgctcgttgcaggac Âñå Mollicutes è âíóòðåííèé êîíòðîëü

Çîíäû

Myco16sQProbe FAM-tggtgcatggttgtc-MGB Âñå Mollicutes

Myco16sQICProbe VIC-cacgccgtaaacga-MGB Âíóòðåííèé êîíòðîëü

Âíóòðåííèé êîòðîëü

Myco16sQIC** ggcaaagctatagagatatagtagaggttagtccacgccgtaaacgata
tgctcgcaagagtaaccttcgcaaagctatagtcctgcaacgagcgcaacc

Òàáëèöà 2. Çîíäû äëÿ äåòåêöèè ÄÍÊ ìèêîïëàçì è âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ

Çîíä Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (5� � 3�) Ñïåöèôè÷íîñòü

qMycoProbe FAM-TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT-BHQ Âñå Mollicutes

qMycoICProbe HEX- CACGCCGTAAACGATATGCTCGCAAGAGTA -BHQ Âíóòðåííèé êîíòðîëü

Ïðèìå÷àíèÿ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ ÏÖÐ ñîäåðæèò ñàéòû äëÿ ïîñàäêè ïðàéìåðîâ Myco16sQF1, Myco16sQR2 è
çîíäà Myco16sQICProbe. Â çîíäû, èñïîëüçîâàííûå â ýòîé ðàáîòå, íå âíîñèëàñü MGB-ìîäèôèêàöèÿ, îòñóòñòâèå òàêîé ìîäèôèêàöèè êîì-
ïåíñèðîâàíî óäëèíåíèåì çîíäîâ ñ 3�-êîíöà, êðàñèòåëü VIC íà çîíäå ê âíóòðåííåìó êîíòðîëþ â íàøåé ðàáîòå áûë çàìåíåí HEX. Îáúÿñíåíèå
ïðè÷èí âíåñåííûõ èçìåíåíèé — â òåêñòå.



íèÿ «Applied Biosystems» è ñòîèìîñòü MGB-ìîäèôèöèðî-
âàííûõ çîíäîâ áîëåå ÷åì â 10 ðàç ïðåâîñõîäèò ñòîèìîñòü
îáû÷íûõ. Ïîýòîìó, íåñìîòðÿ íà õîðîøî ïîäîáðàííûå àâ-

òîðàìè ìåñòà äëÿ ïîñàäêè ïðàéìåðîâ è çîíäîâ, äëÿ ýêîíî-
ìèè âðåìåíè è ñðåäñòâ íåîáõîäèìî áûëî âíåñòè
èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðó çîíäîâ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì íàìè áûëè çàêàçàíû ôëóîðåñöåíòíûå
çîíäû áåç MGB-ìîäèôèêàöèè, óäëèíåííûå îòíîñèòåëüíî
îðèãèíàëüíûõ (äëÿ äîñòèæåíèÿ íåîáõîäèìîé òåìïåðàòó-
ðû ïëàâëåíèÿ) íà 3�-êîíöå è ñ òóøèòåëåì BHQ (Black Hole
Quencher) íà 3�-êîíöå. Ïðè ýòîì â ñëó÷àå çîíäà, äåòåêòè-
ðóþùåãî ÄÍÊ ìèêîïëàçì, áûë ñîáëþäåí êîíñåíóñ äåòåê-
òèðóåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé — îäèí çîíä îñòàåòñÿ
êîìïëåìåíòàðíûì êî âñåì 18 ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì. ×óâ-
ñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà ïîñëå ìîäèôèêàöèè áûëà ïðîâå-
ðåíà íà åäèíñòâåííîì äîñòóïíîì íàì âèäå ìèêîïëàçì
(äâà îáðàçöà èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ) ñ èçâåñòíîé êîíöåí-
òðàöèåé — M. hominis. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå ïðîèçâå-
äåííûõ ìîäèôèêàöèé ÷óâñòâèòåëüíîñòü òåñòà íå ñíèçè-
ëàñü îòíîñèòåëüíî çàÿâëåííîé â îðèãèíàëüíîé ñòàòüå
(ðèñ. 1). Òàêèå æå ðåçóëüòàòû áûëè ïîêàçàíû äëÿ çîíäà ê
âíóòðåííåìó êîíòðîëþ, õîòÿ â äàííîì ñëó÷àå ýòî ìåíåå
çíà÷èìî: ÏÖÐ ñ çîíäîì áåç MGB-ìîäèôèêàöèè, ïðåäëî-
æåííûì â òàáëèöå 2, îáëàäàåò òàêîé æå ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòüþ, ÷òî è ïî äàííûì îðèãèíàëüíîé ñòàòüè.

Ïðè âûíóæäåííîé ðàáîòå ñ îäíèì âèäîì ìèêîïëàçì,
ìû íå ìîæåì îäíîçíà÷íî óòâåðæäàòü, ÷òî ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü òåñòà íå ñíèçèëàñü äëÿ îáíàðóæåíèÿ äðóãèõ âèäîâ.
Îäíàêî, ó÷èòûâàÿ, ÷òî ìîäèôèöèðîâàííûé çîíä êîìïëå-
ìåíòàðåí ê îäíîé è òîé æå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîìîâ
18 îáîçíà÷åííûõ âèäîâ ìèêîïëàçì, òåîðåòè÷åñêàÿ âåðî-
ÿòíîñòü ýòîãî î÷åíü âûñîêà.

Âàæíîé äëÿ âàëèäàöèè îïöèåé òåñòà ÿâëÿåòñÿ ðàçðà-
áîòàííûé âíóòðåííèé êîíòðîëü. Â ðåàêöèþ äîáàâëÿåòñÿ
îëèãîíóêëåîòèä ðàçìåðîì â 100 íóêëåîòèäîâ (Myco16sQIC)
è ôëóîðåñöåíòíûé çîíä (Myco16sQICProbe), êîìïëåìåí-
òàðíûé åìó. Ïðè ýòîì ôëóîðåñöåíòàÿ ìåòêà íà çîíäå ê
âíóòðåííåìó êîíòðîëþ îòëè÷àåòñÿ îò ìåòêè íà çîíäå ê ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ìèêîïëàçì (Myco16sQProbe), ÷òî
ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü ìóëüòèïëåêñíûé àíàëèç â îäíîé
ïðîáèðêå. Ïðè îòñóòñòâèè ôëóîðåñöåíöèè îò ìåòêè çîíäà
Myco16sQProbe, ïðîèñõîäèò ÏÖÐ íà ìàòðèöå âíóòðåííåãî
êîíòðîëÿ è äåòåêòèðóåòñÿ ôëóîðåñöåíöèÿ çîíäà
Myco16sQICProbe (ðèñ. 1). Òàê âåðèôèöèðóåòñÿ îòñóòñòâèå
èíãèáèòîðîâ ÏÖÐ â îáðàçöå è äîêàçûâàåòñÿ, ÷òî îòñóòñò-
âèå àìïëèôèêàöèè ñâÿçàíî íåïîñðåäñòâåííî ñ îòñóòñòâè-
åì ìàòðèöû — ÄÍÊ ìèêîïëàçì. Òàêèì îáðàçîì, âíóòðåí-

176 ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå. 2017. Ò. 17. ¹ 3

Í. Ä. ¨ëøèí, À. Â. Ïåòðîâ

Ðèñ. 1. Ãðàôèêè íàðàñòàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè àìïëèôèêàöèè ñ ÄÍÊ ìèêîïëàçì (ìåòêà FAM) è ñ ÄÍÊ âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ (ìåòêà HEX).
Îáå ðåàêöèè èäóò â îäíîé ïðîáèðêå, ÷òî ïîçâîëÿåò äåòåêòèðîâàòü ëîæíîîòðèöàòåëüíûå ðåçóëüòàòû, ñâÿçàííûå ñ ïðèñóòñòâèåì èíãèáèòî-
ðîâ ÏÖÐ â îáðàçöàõ. Ñïðàâà îò ãðàôèêîâ óêàçàíà êîíöåíòðàöèÿ ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì íà 1 ìë â îáðàçöå, â ðåàêöèþ âíîñèëîñü 10 ìêë
îáðàçöà.

Ðèñ. 2. Ñòàíäàðòíàÿ êðèâàÿ qPCR ÄÍÊ M. hominis â 10-êðàòíûõ
ðàçâåäåíèÿõ (104–107 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì â 1 ìë, ò.å.
102–105 ìèêîïëàçì íà ðåàêöèþ).

Ðèñ. 3. Ãðàôèêè íàðàñòàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè àìïëèôèêàöèè ñ
ÄÍÊ ìèêîïëàçì. Âûäåëåíèå ÄÍÊ ïðîèçâîäèëîñü âìåñòå ñ êëåòêà-
ìè (5 ìëí. êëåòîê CHO íà âûäåëåíèå) è áåç íèõ. Çàïàçäûâàþùèå íà
0,5–1 öèêëà êðèâûå — ðåàêöèè íà ìàòðèöå îáðàçöîâ ÄÍÊ ìèêî-
ïëàçì, ñìåøàííûõ ñ êëåòêàìè; îïåðåæàþùèå — âûäåëåíèå ÄÍÊ
ïðîèçâîäèëîñü òîëüêî èç êëåòîê ìèêîïëàçì. Ñïðàâà îò ãðàôèêîâ
óêàçàíà êîíöåíòðàöèÿ ìèêîïëàçì íà 1 ìë â îáðàçöå, â ðåàêöèþ
âíîñèëîñü 10 ìêë îáðàçöà.



íèé êîíòðîëü ðåàêöèè îáåñïå÷èâàåò äåòåêöèþ ëîæíîîò-
ðèöàòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ.

Ïðè âûäåëåíèè ÄÍÊ äëÿ àíàëèçà, îáû÷íî ïîòåðè åå
îòñóòñòâóþò èëè íåâåëèêè, îäíàêî â äàííîì ñëó÷àå äëÿ
ïðàâèëüíîé êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè êîíòàìèíàöèè ïðî-
öåíò âûõîäà ÄÍÊ íóæäàåòñÿ â âàëèäàöèè. Îòäåëüíûé âî-
ïðîñ âûçûâàåò àíàëèç êëåòî÷íûõ êóëüòóð è âåðîÿòíîå ñíè-
æåíèå âûõîäà ÄÍÊ â õîäå ñîâìåñòíîãî âûäåëåíèÿ ÄÍÊ
êëåòîê êóëüòóðû è ÄÍÊ ïîòåíöèàëüíî ïðèñóòñòâóþùèõ
êëåòîê ìèêîïëàçì. Äëÿ îöåíêè âîçìîæíûõ ïîòåðü ÄÍÊ
ìèêîïëàçì ïðè âûäåëåíèè èç ñìåñè êëåòîê ìèêîïëàçì è
êëåòîê êóëüòóðû, íàìè áûëè ïðîâåäåíû ïðåäâàðèòåëüíûå
ýêñïåðèìåíòû ïî îöåíêå ïðîïîðöèîíàëüíîñòè âûäåëåíèÿ.
Èçâåñòíûå êîëè÷åñòâà ìèêîïëàçì äîáàâëÿëèñü ê 5 ìèë-
ëèîíàì æèâûõ êëåòîê CHO, ïîñëå ÷åãî èç ýòîé ñìåñè ïðî-
èçâîäèëîñü âûäåëåíèå ÄÍÊ è qPCR íà ìàòðèöå âûäåëåí-
íûõ îáðàçöîâ. Ïî íàøèì äàííûì, âûõîä ÄÍÊ ìèêîïëàçì
íåçíà÷èòåëüíî ñíèæàëñÿ (íà 30 %), íî, âåðîÿòíî, ýòî ñâÿ-
çàíî ñ íåîïòèìèçèðîâàííîé ïîä äàííóþ çàäà÷ó òåõíîëî-
ãèåé âûäåëåíèÿ ÄÍÊ, âûäåëåíèå ïðîèçâîäèëîñü òîëüêî ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñàìîñòîÿòåëüíî ïðèãîòîâëåííûõ áóôå-
ðîâ (ðèñ. 3). Ïðè âûäåëåíèè ÄÍÊ â äàííîì ñëó÷àå âàæíî
íå ïðåâûøàòü åìêîñòü ñîðáåíòà.

×óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäèêè qPCR

è òðåáîâàíèÿ ôàðìàêîïåé

Ìåòîä ÏÖÐ îáû÷íî ðåêîìåíäóåòñÿ êàê äîïîëíèòåëüíûé ê
êóëüòóðàëüíîìó è öèòîõèìè÷åñêîìó [15]. Îäíàêî îäíîé èç
çàäà÷ èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëîñü âûÿñíåíèå âîçìîæíîñòè
èñïîëüçîâàíèÿ äàííîé ìîäèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêè ÏÖÐ
êàê îñíîâíîé äëÿ êîíòðîëÿ îòñóòñòâèÿ ìèêîïëàçì.

Â îòå÷åñòâåííîé ôàðìàêîïåå ðàçðåøåíî èñïîëüçîâà-
íèå àëüòåðíàòèâíûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ, îäíàêî íå
èìååòñÿ ðåêîìåíäàöèé ïî âàëèäàöèè è íå ïðåäúÿâëÿþòñÿ
òðåáîâàíèÿ ê ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà. Â òàêîé ñèòóàöèè
ëîãè÷íî îðèåíòèðîâàòüñÿ íà Åâðîïåéñêóþ ôàðìàêîïåþ,
îñîáåííî â óñëîâèÿõ ïåðåîðèåíòàöèè ïðîèçâîäñòâ íà ìå-
æäóíàðîäíûå ñòàíäàðòû GMP. Ïîäõîäû ê âàëèäàöèè ìå-
òîäèê àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò (ÀÍÊ) äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ ïðèñóòñòâèÿ ìèêîïëàçì èìåþòñÿ â Åâðîïåéñêîé
ôàðìàêîïåå, íà÷èíàÿ ñ èçäàíèÿ 8.0.

Òðåáóåìàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà ïî äàííûì ýòîãî
ðóêîâîäñòâà äîëæíà äîñòèãàòü 10–100 ÊÎÅ/ìë [9]. Â ÏÖÐ
àíàëèçèðóåòñÿ íå áîëåå 10 ìêë îáðàçöà. Òàê, àíàëèçèðóÿ
10 ìêë îáðàçöà, ìû íå ìîæåì íàïðÿìóþ äîñòè÷ü ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè 10 ÊÎÅ/ìë äàæå òåîðåòè÷åñêè, òàê êàê ïðè ýòîì
â ðåàêöèè îêàæåòñÿ 0,1 ÊÎÅ, ò.å. íè îäíîé ìèêîïëàçìû. Ïî
äàííûì ëèòåðàòóðû è ïî íàøèì äàííûì — ïðåäåëîì äå-
òåêöèè ÿâëÿåòñÿ 10–50 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì íà ðåàê-
öèþ (â çàâèñèìîñòè îò âèäà ìèêîïëàçì), ïðè ïåðåñ÷åòå íà
1 ìë ïîëó÷àåòñÿ 1000–5000 ìèêîïëàçì/ìë. Â ñëó÷àå
M. hominis ïðåäåë äåòåêöèè îêàçûâàåòñÿ â äèàïàçîíå
20–30 ãåííûõ êîïèé íà ðåàêöèþ.

Äëÿ ñîîòâåòñòâèÿ òðåáîâàíèþ ìîæíî âîñïîëüçîâàòü-
ñÿ ÿ÷åéêàìè äëÿ óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ (íàïðèìåð,
Sartorius Vivaspin èëè Amicon Ultra Centrifugal Filters), êî-
òîðûå ïîçâîëÿþò ñêîíöåíòðèðîâàòü îáðàçöû áîëåå ÷åì â
100 ðàç. Òàê, îáúåì 10 ìë ìîæíî ñêîíöåíòðèðîâàòü äî
50 ìêë, òåì ñàìûì óâåëè÷èâ êîíöåíòðàöèþ ïîòåíöèàëüíî
ïðèñóòñòâóþùèõ ìèêîïëàçì áîëåå ÷åì íà äâà ïîðÿäêà.
Ïîñëå êîíöåíòðèðîâàíèÿ îáðàçöà ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíîé
äåòåêöèÿ 10–50 ãåííûõ êîïèé â 1 ìë, ÷òî óäîâëåòâîðÿåò

óêàçàííûì âûøå òðåáîâàíèÿì. Êîíöåíòðèðîâàíèå îáðàç-
öà ïðè ïîìîùè ñïåöèàëüíûõ ïðèñïîñîáëåíèé — ïðîöåññ
áûñòðûé (îò 10 ìèíóò) è ïðîñòîé — ïîòðåáóåòñÿ òîëüêî
öåíòðèôóãà.

Îòäåëüíûé âîïðîñ, ðåçóëüòàòû îáñóæäåíèÿ êîòîðîãî
îáû÷íî ÿâëÿþòñÿ àðãóìåíòîì â ïîëüçó ìåòîäîâ ÀÍÊ, —
óðîâåíü ñîîòíîøåíèÿ ãåííûõ êîïèé è ÊÎÅ. Ïðè ñðàâíåíèè
÷óâñòâèòåëüíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ìåòîäà è ìåòîäîâ ÀÍÊ,
îáû÷íî îñíîâûâàþòñÿ íà ïðåäïîëîæåíèè, ÷òî 1 ÊÎÅ ñîîò-
âåòñòâóåò 1 êëåòêå ìèêîïëàçìû, ñîäåðæàùåé îäíó ãåííóþ
êîïèþ ñ îäíèì ëîêóñîì 16S rDNA. Îäíàêî ñîîòâåòñòâèå
1 ÊÎÅ îäíîé ìèêîïëàçìå íå ñîâñåì âåðíî. Îïðåäåëåíèå
ÊÎÅ íåòî÷íîå, òàê êàê ñèëüíî çàâèñèò îò óñëîâèé êóëüòè-
âèðîâàíèÿ, ðàçíèöû â ñêîðîñòè ðîñòà ðàçíûõ âèäîâ ìèêî-
ïëàçì è ñóáúåêòèâíîé èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ [4].
Áîëüøèå êîëîíèè ìîãóò áûòü ðåçóëüòàòîì ðîñòà áîëåå ÷åì
îäíîé êëåòêè ìèêîïëàçìû. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî-
êàçûâàþò, ÷òî ñîîòíîøåíèå ÊÎÅ/ãåííûå êîïèè âàðüèðóåò
îò 5 äî 5000 ãåííûõ êîïèé íà 1 ÊÎÅ [10, 16].

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä qPCR, â òîì ÷èñëå ïðè èñïîëü-
çîâàíèè îïèñàííîé â ñòàòüå ìåòîäèêè, ìîæåò áûòü èñ-
ïîëüçîâàí íå òîëüêî äëÿ ðóòèííîãî èëè ñðî÷íîãî àíàëèçà
îáðàçöîâ íà ïðèñóòñòâèå ìèêîïëàçì, íî è, ñ èñïîëüçîâà-
íèåì êîíöåíòðèðîâàíèÿ îáðàçöîâ è ïðè äîëæíîé âàëèäà-
öèè, äëÿ êîíòðîëüíûõ àíàëèçîâ íà ïðîèçâîäñòâå. Äëÿ òà-
êîé ðàáîòû â ïåðâóþ î÷åðåäü íåîáõîäèìî ïîëó÷åíèå ñòàí-
äàðòíûõ îáðàçöîâ ìèêîïëàçì ðàçíûõ âèäîâ.

Âûâîäû

Äëÿ àíàëèçà êëåòî÷íûõ ëèíèé è áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðî-
äóêòîâ áûëà âûáðàíà íàèáîëåå ïîäõîäÿùàÿ ìåòîäèêà,
îäíàêî, íóæäàâøàÿñÿ â ìîäèôèêàöèè. Ïîñëå âíåñåííûõ â
ìåòîäèêó èçìåíåíèé ïî çàìåíå MGB-çîíäîâ íà ìåíåå äî-
ðîãèå è äîñòóïíûå â Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè ôëóîðåñöåíò-
íûå çîíäû íå îáíàðóæåíî ñíèæåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè
òåñòà íà ïðèìåðå ðàáîòû ñ M. hominis.

×óâñòâèòåëüíîñòü äàííîé ìîäèôèêàöèè ìåòîäèêè
qPCR äîñòèãàåò 10 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì íà ðåàêöèþ,
ïðè êîíöåíòðèðîâàíèè îáðàçöà ýòî çíà÷åíèå ìîæåò áûòü
ìíîãîêðàòíî óâåëè÷åíî.
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¨ëøèí Íèêèòà Äìèòðèåâè÷. Ìëàäøèé íàó÷íûé ñîòðóäíèê ëàáîðàòîðèè èììóíîôàðìàêîëîãèè.
Ïåòðîâ Àëåêñàíäð Âëàäèìèðîâè÷. Íà÷àëüíèê ëàáîðàòîðèè èììóíîôàðìàêîëîãèè.

Àäðåñ äëÿ ïåðåïèñêè: ¨ëøèí Íèêèòà Äìèòðèåâè÷; nikita.yolshin@gmail.com

Possibilities of qPCR control of mycoplasma contamination
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Mycoplasmas are the main contaminants of cells cultures. They persist in cell cultures and can extensively affect host cell
functions. Conducting experiments or producing protein in contaminated cultures are impractical. The aim of the study was
to explore the possibility of quick detection of mycoplasma contamination of cell cultures and biotechnological products by
a previously developed method which was modified to make it simpler and more affordable in Russia; and to assess the
possibility of method validation for quality control. The authors chose the most applicable qPCR method of all qPCR meth-
ods currently used for mycoplasma detection, and modified it in the following way: expensive MGB-probes which cannot be
synthesized in Russia were substituted by ordinary fluorescence probes. The reproducibility and sensitivity of the modified
method were tested with M. hominis. The sensitivity of the test was equal to 10 mycoplasma gene copies per reaction.
Comparison of the obtained results with regulatory requirements for mycoplasma detection showed that the proposed
method complies with current official requirements and could be used as the main method for routine prompt cell culture
testing for mycoplasma contamination.

Key words: mycoplasma; cell culture contamination; qPCR mycoplasma detection; biotechnological products quality
control.
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