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Цель исследования. Применение бактериологических и молекулярно-генетических методов для исследования 
маститного молока коров на наличие микоплазменных возбудителей.
Материалы и методы. Были отобраны пробы маститного молока для выявления возбудителей рода Mycoplasma и 
идентификации их до вида. Для транспортировки, выделения и первичной дифференциации микоплазм по биохими-
ческим свойствам использовалась готовая питательная среда «Mycoplasma-50». В ходе работы для диагностики и 
идентификации возбудителя были применены два вида полимеразной цепной реакции (ПЦР): ПЦР с электрофорети-
ческой детекцией продуктов амплификации и ПЦР в микрочиповом формате с лиофилизированными тест-системами.
Результаты. Испытуемые пробы не дали положительного результата на среде «Mycoplasma-50». Результаты электро-
форетической детекции в режиме реального времени показывают наличие генетического материала бактерий 
Mycoplasma spp. График регистрации результатов ПЦР в микрочиповом формате с лиофилизированными тест-
системами говорит об обнаружении генетического материала Mycoplasma bovis в исследуемых пробах маститного 
молока.
Выводы. Использование культурального и молекулярно-генетического метода (ПЦР) позволяет выделить и идентифи-
цировать Mycoplasma spp., благодаря чему возможно своевременное выявление болезни и назначение оптимального 
лечения.
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Purpose. The usage of bacteriological and molecular methods for the investigation of mastic milk for the presence of 
mycoplasma exciters.
Materials and methods. The probes of mastic milk were chosen to detect the exciters of Mycoplasma genus and to identify 
them as species. There were used such the before prepared nutritiou environment as "Mycoplasma-50" for transportation and 
for liberation and for primary differentiation of mycoplasmas due to biochemical internals. During the research were used two 
kinds of polymerase chain reactions (PCR) for diagnostics and identification of exciters: PCR with electrophoretic detection of 
products of amplification with the use of test systems and PCR in microchip form with lyophilized test systems. 
Results. The testes probes didn't give Any positive results in prepared environment "Mycoplasma-50". The results of 
electrophoresis detection in real time mode show the presence of genetic material of Mycoplasma spp. bacteria. The schedule 
of PCR results in microchip form with lyophilized test systems registration informs about the detection of genetic materials of 
Mycoplasma bovis in researched probes of mastic milk.
Conclusion. The usage of cultural of molecular-biological methods (PCR) lets exactly distinguish Mycoplasma hominis bovis 
that helps to discover the disease in good time and make the optimal treatment.
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В оспаление вымени коров и телок в зависимости от 
вида и вирулентности микоплазм протекает чаще бес-

симптомно, без заметного увеличения клеточных элементов 
в молоке, или же клинически выражено – отек, уплотнение и 
болезненность пораженных долей вымени, секрет становит-
ся водянистым с примесью небольшого количества хлопьев 
казеина. Возбудителями микоплазменных маститов являют-
ся Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma bovimastitidis, 
Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma bovis [1].

Микоплазмы растут только на многокомпонентных сре-
дах, включающих витамины, аминокислоты, углеводы, неор-
ганические соли. Для их дифференциации нужны специаль-
ные сложные питательные среды, содержащие аргинин и 
глюкозу. Приготовление питательных сред для микоплазм 
в диагностической лаборатории длительно и трудоемко. 
Использование готовых наборов питательных сред для куль-
тивирования микоплазм облегчает и ускоряет процесс выде-
ления и идентификации микоплазм [2].

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) является одним 
из ведущих методов современной лабораторной диагно-
стики в ветеринарной медицине. Метод ПЦР особенно 
эффективен для диагностики трудно культивируемых 
форм микроорганизмов при острых и хронических инфек-
циях [3]. 

Цель данной работы – исследования маститного молока 
коров на наличие микоплазменных возбудителей бактерио-
логическими и молекулярно-генетическими методами.

Материалы и методы

В хозяйствах Северо-Западного региона у маститных 
коров были отобраны пробы молока для выявления возбуди-
телей рода Mycoplasma и идентификации их до вида.

Для транспортировки проб, первичного посева и диффе-
ренциации микроорганизмов применяли питательную среду 
«Мycoplasma-50» (НИИЭМ им. Пастера). Для контроля ис-
пользовали плотную среду для урогенитальных микоплазм – 
модифицированную среду Хейфлика, содержащую дрож-
жевой экстракт, сыворотку крови лошади, теллурит калия 
(лаборатория микробиологии НИИ АГиР им. Д.О. Отта). 
Среды подготавливали согласно инструкции по примене-
нию. Посевы на жидкой среде в пробирках Эппендорфа 
культивировали в термостате при температуре 37–38°С 72 ч, 
просматривая ежедневно. Посевы на плотной среде культи-
вировали при тех же режимах в атмосфере избыточного 
коли чества СО2 (в эксикаторе) до 7 сут. Положительным 
контролем служили пробирки и чашки с посевами на тех же 
средах культур M. hominis (аргининферментирующая мико-
плазма).

В ходе работы применили два вида ПЦР: ПЦР с электро-
форетической детекцией продуктов амплификации с ис-
пользованием тест-систем (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии 
Роспотребнадзора), а также ПЦР в микрочиповом формате 
с лиофилизированными тест-системами (OOO «Люмэкс-
маркетинг», Россия).

Для идентификации Mycoplasma spp. проводили поста-
новку ПЦР с электрофоретической детекцией продуктов 
амплификации. Выделение ДНК из отобранных образцов 
проводили с использованием оптимизированного коммер-

ческого набора «РИБО-преп» («ИнтерЛабСервис», Россия). 
Для процесса амплификации ПЦР с электрофоретической 
детекцией использовали прибор «Терцик» (ООО «ДНК Тех-
но логия», Москва). Для проведения электрофоретической 
детекции использовали камеру для электрофоретических 
разделений ПЦР-продуктов в агарозном геле. 

Для видовой идентификации использовали ПЦР в реаль-
ном времени с набором микрочипов с лиофилизирован-
ными тест-системами. Для проведения амплификации при-
меняли микрочиповый ПЦР-РВ амплификатор «АриаДНА» 
(ООО «Люмекс-маркетинг», Россия). 

Результаты и обсуждение

Положительный результат на среде «Mycoplasma homi-
nis-50» – это четкий визуальный переход окраски рН-инди-
катора от зеленого до фиолетового цвета. Ни одна из ис-
пытуемых проб не дала положительного результата – из-
менения цвета в пробирках не обнаружено. Но через 72 ч 
после посева на плотной среде для урогенитальных мико-
плазм при просмотре с увеличением ×40 был отмечен рост 
характерных для микоплазм мелких колоний неправильной 
округлой формы, с зернистой поверхностью. Произвели 
пересев с жидкой питательной среды на плотную среду и 
через 3 сут увидели рост характерных для микоплазм коло-
ний (рис. 1).

Таким образом, в исследуемых пробах была обнаружена 
группа «неферментирующих» глюкозу и аргинин мико-
плазм, к которой относятся Mycoplasma bovis и Mycoplasma 
bovige nitalium. При снижении иммунного статуса данные 
микроорганизмы самостоятельно или вместе с другими 
микроорганизмами способны вызывать маститы, вульвова-
гиниты и бесплодие у коров, а также пневмонии и артриты 
у телят.

Анализ электрофореграмм проводили с помощью фото-
системы (рис. 2).

Полосы электрофореграммы четкие, что свидетельству-
ет о содержании нужных копий ДНК в отобранных образ-
цах. Следовательно, результат можно признать положи-
тельным. В качестве «положительного контроля» исполь-
зовали стандарт ДНК искомого микроорганизма. «Положи-
тельный контроль» позволяет удостовериться, что все 
компоненты, входящие в состав реакционной смеси, обес-
печивают нормальное прохождение реакции. Отрица тель-
ные контроли (в качестве пробы буферные растворы набо-
ров для растворения выделенных ДНК – соответственно 
наборам).

Амплификатор «АриаДНА» осуществляет ПЦР-РВ анализ 
с использованием двухканального флуоресцентного детек-
тора. Чип с иммобилизованными в микрореакторах компо-
нентами ПЦР-смеси позволяет сократить время подготовки 
к проведению эксперимента, упростить и ускорить процеду-
ру анализа, а также делает возможным скрининг большого 
числа проб за короткое время (рис. 3).

По окончании ПЦР-анализа происходит автоматическая 
генерация отчетов с информацией о наличии или отсутствии 
искомых возбудителей (наличии или отсутствии свечения) 
посредством построения графика анализа результатов 
ампли фикации специфических участков ДНК (рис. 4). 
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Используемая в медицине готовая жидкая питательная 
среда «Мycoplasma-50», предназначенная для выделения, 
идентификации аргининферментирующих и глюкозофер-
ментирующих микоплазм человека, может использоваться 
для выделения, первичной дифференциации урогениталь-
ных микоплазм крупного рогатого скота, с параллельным 
использованием плотной модифицированной среды Хейф-
лика в качестве контроля. Мycoplasma bovis и Mycoplasma 
bovigenitalium росли на данных средах, но не изменяли цвет 
индикатора, что затрудняло оценку теста. Но, учитывая 
трудности изготовления сложных специальных питательных 
сред, применение питательных сред «Mycoplasma bovis» 
в ветеринарной микробиологии является целесо образным.

Результаты электрофоретической детекции в режиме ре-
ального времени показывают наличие генетического мате-

риала бактерий Mycoplasma spp. Результаты ПЦР в микро-
чиповом формате с лиофилизированными тест-системами 
свидетельствуют об обнаружении генетического материала 
Mycoplasma bovis. 

Заключение

Использование готовой питательной среды «Мyco plas-
ma-50» производства «Отдела новых технологий НИИЭМ 
им. Пастера» для обнаружения и идентификации мико-
плазм в образцах от крупного рогатого скота является 
более простым и удобным способом, так как приготовление 
специальных питательных сред для микоплазм в диагно-
стической лаборатории – более трудоемкий и длительный 
процесс.

В ветеринарной лабораторной практике все большее при-
менение находят различные виды ПЦР с целью быстрой 
идентификации возбудителей, культивирование которых 
слишком длительно и трудоемко или затруднено.
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Рис. 1. Результат учета исследуемых проб на среде «Mycoplasma 
hominis-50» на четвертые сутки.

Рис. 2. Учет результатов детекции продуктов амплификации 
в агарозном геле.

Рис. 3. Микрочиповый ПЦР–РВ амплификатор «АриаДНА», 
ООО «Люмекс-маркетинг».

Рис. 4. График регистрации результатов ПЦР в режиме реально-
го времени с использованием лиофилизированных тест–систем 
на микрочипе: ВКО – внутренний контрольный образец; К+ – поло-
жительный контроль; M. bovis – ДНК в пробах маститного молока.
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Новый метод может быстро и точно выявлять инфекции

В новом исследовании описывается метод, который может быстро и точно показать, заражен ли человек вредными бак-
териями или другими патогенами. Кроме того, этот новый метод показывает точную степень тяжести инфекции у человека. 

Наиболее распространенным методом тестирования на инфекцию в медицинских учреждениях в настоящее время явля-
ются полоски, приобретающие определенный цвет при контакте с зараженными жидкостями. Недостоверности анализа, 
полученного этим методом, возникают из-за субъективной оценки цвета и в случае цветных жидкостей (моча, кровь).

Микробиологические методы или исследование образцов жидкости организма под микроскопом и подсчет лейкоцитов, 
которые являются показателем инфекции, являются более медленными процессами и требуют более высококвалифициро-
ванного персонала.

Авторы исследования решили проверить электрохимический подход и создали молекулы, которые связываются с фер-
ментами лейкоцитов и производят электрический ток, сигнализируя о наличии инфекции. Молекулы размещены на тест-
полоске. После контакта с инфицированными жидкостями полоска подключается к компьютерному монитору, который ото-
бражает четкий диапазон электрохимических ответов, демонстрирующих тяжесть инфекции. 

Метод может быть особенно полезен для пациентов, которые только что подверглись хирургическому вмешательству, 
поскольку он может окончательно определить, есть ли у них инфекция от процедуры до того, как она ухудшится.

Подана заявка на патент на изобретение, опубликованы два документа и планируются дальнейшие работы по оптимиза-
ции метода.

Hanson D, Menard T, Blazek T, McHardy S, Gorski W.
Synthesis and Characterization of Pyridine Compounds for Amperometric Measurements of Leukocyte Esterase. 

Chembiochem. 2018 Apr 20. doi: 10.1002/cbic.201800164.

м е ж д у н а р о д н а я  м е д и ц и н с к а я  п е ч а т ь

Использование бактерий для сокращения молочных отходов

Процесс изготовления молочных продуктов создает много отходов в виде кислой сыворотки, но команда ученых из 
Университета Корнелла, США и Тюбингенского университета в Германии открыла способ превратить эти отходы в полезные 
соединения с использованием бактерий. Кислотная сыворотка в основном состоит из сахаров и кислоты, но она слишком 
кислая, чтобы ею можно было кормить скот. Исследователи обнаружили, что в реакторных емкостях, заполненных бакте-
риями, обнаруженными в кишечных микробных сообществах, кислотная сыворотка может быть превращена в более полез-
ные вещества, такие как капроновая и каприловая кислота, которые являются естественными противомикробными сред-
ствами и могут использоваться в кормах для скота. В качестве альтернативы дальнейшая обработка может превратить 
производственные отходы в соединения, которые могут быть дополнительно очищены до биотоплива. 
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