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РЕфЕРАт Клеточные культуры подвержены контаминации как клетками других культур, так и микро-
организмами, включая грибы, вирусы, бактерии. Особое значение имеет контаминация клеточных куль-
тур микоплазмами. Поскольку культуры клеток используются для получения вакцин и физиологически 
активных соединений, разработка системы контроля контаминации актуальна как для фундаментальной 
науки, так и для биотехнологических производств. Обнаружение у микоплазм внеклеточных мембранных 
везикул диктует необходимость учета везикулярного трафика бактерий в системе контроля инфектогенов. 
Внеклеточные везикулы бактерий опосредуют трафик белков и генов, участвуют в межклеточных взаимо-
действиях, патогенезе и развитии резистентности к антибактериальным препаратам. В обзоре рассмотрены 
особенности микоплазм и их внеклеточных везикул, а также взаимодействие контаминантов с клетками 
эукариот, проанализированы проблемы современных способов диагностики, эрадикации микоплазменной 
контаминации клеточных культур и перспективы их решения. 
КЛючЕВыЕ СЛОВА диагностика и эрадикация, клеточные культуры, микоплазменная контаминация.

ВВЕДЕНИЕ 
Активное использование клеточных культур в фун-
даментальных исследованиях и биотехнологическом 
производстве делает необходимым разработку си-
стемы строгого контроля контаминации материалов. 
При работе с клеточными культурами всегда суще-
ствует риск их контаминации как эукариотическими 
клетками других культур, так и микроорганизмами, 
включая грибы, вирусы, бактерии. Особое значение 
имеет контаминация микоплазмами, которая визу-
ально никак не проявляется [1–3]. 

В 1956 году Робинсон с сотрудниками инфицирова-
ли клеточные культуры микоплазмами с целью выяс-
нения влияния этих организмов на эукариотические 
клетки. В процессе исследования было установлено, 
что исходная клеточная культура уже была зараже-
на микоплазмой. Эти данные легли в основу первого 
сообщения о микоплазменной контаминации клеточ-
ных культур [4], а в дальнейшем очевидным стало то, 
что микоплазменная контаминация – бич клеточных 
культур. Оказалось, что клеточные культуры всех 

типов, ведущие свое происхождение от различных 
эукариотических организмов (млекопитающие, пти-
цы, рептилии, рыбы, насекомые и растения), подвер-
жены контаминации микоплазмами. По результатам 
экспериментальных работ, проведенных в разных 
странах мира, пораженность культур микоплазмами 
в различных лабораториях варьирует от 15 до 80%; 
в некоторых достигает 100% [3, 5]. 

Микоплазмы – собирательное название предста-
вителей класса Mollicutes, мельчайших, лишенных 
клеточной стенки бактерий, способных к самостоя-
тельному воспроизведению. Малый размер генома 
определяет ограниченные биосинтетические воз-
можности этих микроорганизмов и соответственно 
паразитический образ жизни. Большой интерес к ми-
коплазмам сегодня связан, с одной стороны, с изуче-
нием молекулярных закономерностей «логики жиз-
ни» минимальной клетки, а с другой – диктуется 
практической необходимостью. Микоплазмы – па-
разиты человека, животных, растений, причем не-
которые из них являются возбудителями социально 
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значимых заболеваний, основными контаминантами 
клеточных культур и вакцинных препаратов. Кон-
троль микоплазменных инфекций представляет 
серьезную проблему, решение которой связывают 
с выяснением молекулярных механизмов адаптации, 
определяющих выживание микоплазм в различных 
условиях, преодоление ими защитных систем выс-
ших эукариот и персистенцию [1–3, 6–8].

МИКОПЛАзМы – ОСНОВНыЕ КОНтАМИНАНты 
КЛЕтОчНыХ КУЛьтУР 
Значительный объем теоретических и практических 
данных, полученных за последние годы, коренным 
образом изменил представления о патогенности ми-
коплазм. Стало ясно, что эти бактерии выработали 
изощренные механизмы для выживания в экстре-
мальных условиях и реализации вирулентности 
[9–18], а условия культивирования in vitro клеток 
эукариот благоприятны для роста микоплазм [1–3, 
19]. Помимо исходных организмов, клетки тканей ко-
торых были переведены в культуры in vitro, источ-
никами микоплазменной контаминации могут быть 
сами исследователи, компоненты сред и лаборатор-
ное оборудование. В связи с этим все представители 

класса Mollicutes являются потенциальными конта-
минантами клеточных культур. На сегодняшний день 
в клеточных культурах выявлено около трех десят-
ков видов микоплазм, при этом почти в 95% случаев 
это шесть видов – Mycoplasma arginini, M. fermen-
tans, M. hominis, M. hyorhinis, M. orale и Achole-
plasma laidlawii [2, 3]. Это позволяет предполагать, 
что данные бактерии обладают особыми свойствами, 
определяющими доминирование в соответствующей 
эконише, а решение проблемы контроля микоплаз-
менной контаминации лежит в области механизмов 
их адаптации.

Уникальным по своим адаптивным свойствам ви-
дом микоплазмы представляется A. laidlawii. Эта 
широко распространенная в природе микоплазма яв-
ляется возбудителем фитомикоплазмозов [1, 20, 21]. 
Она обнаруживается у человека и животных при раз-
личных патологических процессах, однако, строгие 
доказательства патогенности этой бактерии пока от-
сутствуют [1, 3, 5]. Расшифровка генома A. laidlawii, 
выполненная в России [22], определила возможность 
применения постгеномных технологий для выявления 
механизмов адаптации этой микоплазмы. В результа-
те геномно-транскриптомно-протеомного профилиро-

Рис. 1. Внеклеточные везикулы опосредуют трафик широкого спектра компонентов, перенос детерминант виру-
лентности и формирование резистентности к антибактериальным препаратам, участвуют в передаче сигналов, 
межклеточных взаимодействиях и патогенезе [41]
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вания и наноскопического анализа были идентифици-
рованы стресс-реактивные белки и гены A. laidlawii. 
Показано, что механизмы выживания микоплазмы 
в неблагоприятных условиях, а также формирования 
системы паразит–хозяин и реализации вирулентно-
сти связаны с секрецией этой бактерией внеклеточ-
ных мембранных везикул [16, 20, 21, 23, 24]. 

Внеклеточные мембранные везикулы опосредуют 
универсальный способ секреции у про- и эукариот 
и представляют собой важнейшую часть бактери-
ального секретома [25]. Помимо мембранных компо-
нентов они могут содержать цитоплазматические 
белки, токсины, а также ДНК и РНК [26, 27]. Обна-
руженные несколько десятилетий назад у грамотри-
цательных бактерий [26] внеклеточные везикулы 
недавно выявили у архей [28], грамположительных 
бактерий [29] и у мельчайших бесстеночных прока-
риот – микоплазм [16, 24]. Было установлено, что ве-
зикулы, как переносчики эссенциальной клеточно-
специфичной информации, играют важную роль 
в межклеточной коммуникации [25, 30–32]. Интерна-
лизация этих наноструктур определяет репрограм-
мирование клеток-мишеней, которое регистрируется 
при протеомном и транскриптомном анализе [33, 34]. 
Внеклеточные везикулы, секретируемые клетками 
бактерий, опосредуют белковый трафик и перенос 
детерминант вирулентности, участвуют в форми-
ровании системы паразит–хозяин, а также рези-
стентности к антибактериальным препаратам и со-
ответственно в адаптации к различным условиям 
среды (рис. 1) [25, 27]. В соответствии с критериями 
вирулентности внеклеточные везикулы патогенных 
бактерий представляют новый тип инфектогенов, 
что определяет необходимость коррекции подходов 
к решению проблем контроля бактериальных инфек-
ций [21, 31, 35].

Показано, что клетки микоплазмы A. laidlawii се-
кретируют во внеклеточную среду везикулы (диа-
метр 20–120) в различных условиях роста, однако 
в стрессовых условиях уровень образования вези-
кул существенно возрастает (рис. 2). Везикулы опре-
деляют такие вирулентные свойства микоплазмы, 
как инфекционность, инвазивность и токсигенность, 
индуцируют кластогенный эффект в отношении эу-
кариотических клеток in vitro (рис. 3). Проникнове-
ние везикул предшествует проникновению клеток 
микоплазмы в ткани растений и вызывает наруше-
ние их ультраструктуры, индуцирует модуляцию 
экспрессии генов и синтеза белков инфицированных 
организмов, опосредует развитие резистентности 
микоплазмы к антибактериальным препаратам [16, 
20, 21, 24, 36]. В результате глобального протеомного 
профилирования проведена «инвентаризация» бел-
ков внеклеточных везикул A. laidlawii PG8, секре-

тируемых в аксеничной культуре [37]. Оказалось, 
что значительная часть полипептидов, экспортируе-
мых из клеток микоплазмы в составе везикулярных 
структур, это факторы вирулентности, в том числе 
адгезины и ферменты деградации белков, полисаха-
ридов и нуклеиновых кислот (рис. 4). 

Помимо мембранных компонентов и цитоплазма-
тических белков, внеклеточные везикулы A. laidlawii 
PG8 содержат специфичный набор нуклеотидных 
последовательностей ДНК, которые могут использо-
ваться в качестве маркеров бактериальных везикул 
в анализируемых образцах [20, 24, 36]. Сходные дан-
ные по структуре и составу внеклеточных везикул 
получены также для M. gallisepticum (рис. 2) – ши-
роко распространенного возбудителя заболеваний 
птиц и основного контаминанта вирусных вакцин, 
создаваемых на основе куриных эмбрионов [24]. По-
лученные результаты свидетельствуют, что везику-
лярный трафик, ассоциированный с внеклеточными 
мембранными везикулами у архей, классических 
грамположительных и грамотрицательных бактерий, 
обнаружен и у мельчайших бесстеночных прокари-
от. Это определяет необходимость коррекции пред-
ставлений о взаимодействии микоплазм с клетками 
высших организмов, а также стратегии контроля ин-
фектогенов. 

КОНтРОЛь МИКОПЛАзМЕННыХ КОНтАМИНАЦИй 
Отсутствие у микоплазм ригидной клеточной стенки 
обеспечивает возможность тесного контакта цито-
плазматических мембран клеток паразита и хозяи-
на, что в определенных условиях может приводить 
к слиянию клеток [1, 38]. Некоторые микоплазмы 
имеют такие специфичные полярные структуры, 
как «tip» или «blеb», опосредующие скользящее дви-
жение и адгезию бактерий к мембране эукариоти-
ческой клетки [1, 39]. Адгезия может сопровождать-
ся инвазией – проникновением в клетку [3]. Однако, 
даже оставаясь на поверхности, микоплазмы пребы-
вают в тесной связи с мембраной хозяйской клетки 
и индуцируют модуляцию экспрессии генома и суще-
ственные изменения метаболизма эукариотической 
клетки [3, 38]. В серии специальных работ, посвящен-
ных выяснению особенностей модуляции транскрип-
ционного профиля у клеточных культур при конта-
минации микоплазмами, показано, что заражение 
микоплазмами вызывает изменение экспрессии 
широкого ряда генов в хозяйской клетке (табл. 1). 
В число генов с выраженным изменением экспрессии 
входят важнейшие гены, кодирующие регуляторные 
белки – онкогены, гены-супрессоры опухолевого 
роста [40], цитокины [41], рецепторы и компоненты 
сигнальных путей [42]. Изменения экспрессии могут 
быть значительными уже через несколько часов по-
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сле заражения [42], а длительное культивирование 
зараженных клеток (18 недель) может приводить 
к их необратимой трансформации, в том числе ма-
лигнизации [40]. Характер модуляции транскрипци-
онного профиля у зараженных клеток в зависимости 
от вида микоплазм, типа клеточных культур, мно-
жественности инфекции, сроках культивирования 

существенно различается. Таким образом, конта-
минация клетками микоплазмы исключает возмож-
ность адекватной оценки результатов, полученных 
с использованием таких культур. В частности, невоз-
можно изучать влияние соединений, которые пред-
полагается использовать в качестве перспективных 
фармакологических средств.

Рис. 2. А – aтомно-силовая 
(а, б, в), трансмиссивная элек-
тронная (д–з) микроскопия 
клеток культуры A. laidlawii PG8 
и атомно-силовая микроскопия 
клеток M. gallisepticum S6 (г). 
ЭВ – внеклеточная везикула; 
ВФ – вегетативные формы. 
Б – трансмиссивная электронная 
(a, б, в (негативное контрасти-
рование)), атомно-силовая (г, д) 
и сканирующая (е–и) микроско-
пия внеклеточных везикул A. laid-
lawii PG8. Масштабный отрезок 
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Рис. 3. Метафазная пластинка (А) и кариограмма (Б) лимфоцитов периферической крови человека после инку-
бации с везикулами A. laidlawii PG8
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Таблица 1. Изменения экспрессии мРНК ряда генов в зараженных микоплазмами клетках через 3–7 сут после 
инфицирования 

Микоплазма Культура  
клеток

Индукция экспрессии  
мРНК Подавление экспрессии мРНК Ссылка

M. fermentans
Эпителиальные клет-

ки предстательной 
железы HPV e7

14 цитокинов tGFβ1, tGFβ3

[41]
M. genitalium 12 цитокинов GM-cSF, IL-1ra, M-cSF

M. hominis 12 цитокинов tGFβ2
M. penetrans 14 цитокинов tGFβ2

M. fermentans
Эпителиальные 

клетки цервикального 
канала HPV e6

17 цитокинов 0

[41]
M. genitalium 13 цитокинов G-cSF, IL-1ra

M. hominis 13 цитокинов IL-1α, IL-1β
M. penetrans 15 цитокинов tGFβ2, tGF-β3

M. synoviae Макрофаги цыплят 
MDM

Цитокины, лизоцим, ингибитор 
апоптоза, 11 ферментов, 4 типа 
рецепторов, 10 белков сигналь-

ных систем

Овотрансферрин, глутатион-
S-трансфераза, гуанилат-

связывающие белки
[42]

M. fermentans 
incognitas

Эмбриональные клет-
ки мыши c3H

92 гена, кодирующих онкогены 
и супрессоры онкогенеза

43 гена, кодирующих онкоге-
ны и супрессоры онкогенеза [40]

Phytoplasma Культура раститель-
ных клеток павловнии 769 генов 437 генов [45]
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Несмотря на идентификацию сотен генов, экспрес-
сия которых изменяется при заражении эукариоти-
ческих клеток микоплазмами [41–45], универсальные 
маркеры для контроля микоплазменных контамина-
ций выявить не удалось. Микоплазмы могут индуци-
ровать активацию макрофагов, культивируемых in 
vitro, подавление презентации антигенов, модифи-
кацию иммунореактивности, сигнальной трансдук-
ции, вирусной пролиферации и апоптоз [40, 46–54]. 
Микоплазменная контаминация может длительное 
время оставаться незамеченной, видимыми измене-
ния становятся лишь при высокой множественности 
инфекции [1, 3]. Самым выраженным эффектом кон-
таминации является полная потеря клеточной куль-
туры из-за роста микроорганизмов и соответственно 
необратимого ухудшения состояния клеток. В зави-
симости от вида микоплазмы, типа клеточной линии 
и условий культивирования могут регистрироваться 
разнообразные цитопатические реакции, например 
конденсация хроматина, появление леопардовых 
клеток, возникновение хромосомных аберраций, по-

давление клеточного деления, угнетение роста куль-
туры [3, 5]. Основной причиной этого является вме-
шательство микоплазмы в клеточный метаболизм, 
конкурентное поглощение питательных компонентов 
и высвобождение бактериальных токсинов, фермен-
тов деградации белков, ДНК, РНК [1, 38]. Активное 
участие в этих процессах могут принимать и внекле-
точные везикулы микоплазм. В серии специальных 
экспериментов нами было показано, что на РНКаз-
ную активность везикул A. laidlawii PG8 и M. hominis 
PQ37 приходится 86 и 89% от общей активности всех 
клеточных и внеклеточных РНКаз этих бактерий 
[55]. Рибонуклеолитическая активность секретируе-
мых везикул может в значительной мере обуславли-
вать выявленные нами ранее генотоксические свой-
ства этих контаминантов клеточных культур [56–58]. 
Учитывая цитотоксический потенциал многих бак-
териальных РНКаз [59–61], можно предположить, 
что цитопатические реакции загрязненных мико-
плазмами клеточных культур могут в значительной 
мере определяться активностью их везикулярных 

Рис. 4. Внеклеточные везикулы A. laidlawii PG8 содержат специфичный набор ДНК и РНК
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РНКаз. Обнаруженная нами высокая везикулярная 
РНКазная активность микоплазм обуславливает воз-
можность апоптогенного действия этих ферментов 
в отношении клеток-мишеней везикулярного трафи-
ка микоплазм.

Поскольку микоплазмы могут влиять практически 
на любой параметр эукариотической клетки, резуль-
таты, полученные при исследовании зараженных 
микоплазмами клеток, должны вызывать серьезные 
сомнения. В связи с этим редакции журналов реко-
мендуют авторам предоставлять данные о провер-
ке экспериментального материала, и особенно кле-
точных культур, на контаминацию микоплазмами. 
Поскольку многие вирусные вакцины создаются 
на основе первичных клеточных культур, пробле-
ма заражения их микоплазмами имеет особое зна-
чение – контаминация вакцин представляет потен-
циальную опасность для здоровья человека [1, 3, 5]. 
В этой связи во многих странах требования к продук-
ции, производимой на основе первичных клеточных 
культур, в том числе к вирусным вакцинам против 
кори, краснухи, полиомиелита, бешенства, свинки 
и некоторых других, включают тщательную провер-
ку на контаминацию микоплазмами [3].

Таким образом, микоплазменная контаминация 
клеточных культур представляет серьезную про-

блему как для фундаментальных исследований, 
так и практических разработок. Очевидно, что все 
приобретенные клеточные культуры должны под-
вергаться тщательной проверке на инфицирован-
ность микоплазмами до введения в лабораторию, 
а уже используемые культуры должны проходить 
систематический контроль на микоплазменную кон-
таминацию. Обнаружение у микоплазм везикулярно-
го трафика, ассоциированного с внеклеточными ве-
зикулами, диктует необходимость распространения 
контроля и на инфектогены нового типа. 

СПОСОБы ДЕтЕКЦИИ МИКОПЛАзМ
Универсальные индикаторы инфицированности кле-
ток микоплазмами отсутствуют. Среди специальных 
средств диагностики (табл. 2) есть три способа, кото-
рые рекомендованы международными экспертными 
организациями.

Основной способ детекции микоплазм – микробио-
логическое культивирование [3, 62]. Для проведения 
анализа аликвота супернатанта клеточной культуры 
добавляется к жидкой среде для культивирования 
микоплазм, после инкубации в течение нескольких 
дней культура переносится на чашки с агаром, вклю-
чающим те же компоненты среды. Чашки инкубиру-
ют в течение некоторого времени (до 2 недель) в аэ-

Таблица 2. Методы, используемые для детекции микоплазм в клеточных культурах

Микробиологическое культивирование
Электронная микроскопия
Биохимические тесты 

Детекция аденозинфосфорилазной активности (6-MPDr)
Ферментативное превращение АТР → АDP, выявляемое люциферазой 
Хроматографическая детекция превращения радиоактивно меченного уридина в урацил с помощью 
уридинфосфорилазы микоплазмы

Иммунологические тесты 
Иммунофлуоресценция
eLISA

Молекулярно-биологические тесты 
Гибридизационный анализ
Дот-блот-гибридизация со специфичными зондами
ПЦР, ОТ-ПЦР

Микроскопическая детекция
Прямое окрашивание ДНК флуоресцентными красителями (DAPI, Hoechst 33258)
FISH-гибридизация in situ с использованием зондов, меченных флуоресцентными красителями

 – официально одобрены рядом международных экспертных организаций:
FDA Points to Consider (May 1993), Regularien 21CFR610.30; 
USDA federal code #9CFR113.28; 
United States Pharmacopoeia, (USP 33/NF 28 <63>and <1226>, Mycoplasma tests, 2010); European Pharmacopoeia 
(EP 2.6.7., Mycoplasmas, 7th ed.; 2012);
Japanese Pharmacopoeia (JP);
ICH Guideline for biotechnological/biological products. 
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робных условиях при температуре 37oc. Появление 
специфичных двухфазных колоний типа «fried-eggs» 
(«яичница-глазунья») указывает на присутствие 
микоплазм в тестируемых образцах. Теоретически 
этот тест очень чувствителен, но его проведение тре-
бует длительного времени (до 4 недель) и дорогих 
сред. Кроме того, многие виды микоплазм плохо ра-
стут на бесклеточных средах, а некоторые вообще 
не удается вырастить in vitro [1, 62]. При проведе-
нии этого теста возможно также заражение среды 
микоплазмами извне от исследователя, компонентов 
среды и лабораторного оборудования. Таким обра-
зом, этот способ детекции микоплазм включает риск 
получения как ложноположительных, так и ложно-
отрицательных результатов. Кроме того, метод куль-
тивирования не позволяет выявлять внеклеточные 
везикулы бактерий.

Второй рекомендованный подход к проверке конта-
минации клеточных культур микоплазмами – метод 
окрашивания ДНК флуорохромными красителями 
DAPI или Hoechst 33258 [3, 62, 63]. Этот тест весь-
ма прост, и его проведение не требует длительного 
времени – результат может быть получен в течение 
2–3 ч. Однако некоторые особенности состояния кле-
точной культуры могут быть причиной ошибочных 
заключений относительно контаминированности ми-
коплазмами. Так, наличие в свободной от микоплазм 
культуре секретируемых эукариотическими клетка-
ми внеклеточных везикул, содержащих ДНК и РНК, 
существенно затрудняет интерпретацию результа-
тов, а обработка культуры антибиотиками исключает 
возможность использования соответствующего теста. 
Тем не менее этот способ весьма популярен в связи 
с его простотой, а также возможностью детекции 
в клеточных культурах некультивируемых или пло-
хо растущих на бесклеточных средах микоплазм. 
В таком варианте теста супернатант тестируемой 
культуры добавляется к индикаторной, свободной 
от микоплазм клеточной культуре (линии Vero B4, 
nIH 3t3 или 3t6) [64]. Клетки выращивают во флако-
нах, содержащих стерильные слипы, которые после 
роста культуры в течение нескольких дней промы-
вают и окрашивают флуорохромами. Однако в этом 
случае увеличивается длительность теста и возрас-
тает риск распространения контаминантов в лабора-
тории. 

Наиболее эффективным способом детекции ми-
коплазменных контаминаций сегодня считается по-
лимеразная цепная реакция (ПЦР) [1, 3, 62, 65, 66]. 
Варианты ПЦР позволяют выявлять ДНК или РНК 
микоплазм. В качестве праймеров обычно использу-
ют олигонуклеотиды для амплификации вариабель-
ных районов 16S рДНК или рРНК, а также последо-
вательности 16–23S межгенных участков. При этом 

ПЦР может быть представлена одним циклом ампли-
фикации или гнездовым вариантом с двумя парами 
праймеров. Последний способ увеличивает чувстви-
тельность и специфичность теста, но повышает риск 
получения ложных результатов из-за возможной 
контаминации целевой ДНК. Кроме того, компонен-
ты среды могут быть ингибиторами taq-полимеразы, 
поэтому ПЦР должна выполняться на экстрагиро-
ванной ДНК, а не на грубом лизате супернатанта 
клеточной культуры. Использование антибиотиков 
в клеточной культуре может привести к ложным ре-
зультатам, поэтому до проведения теста культура 
должна расти без антибиотиков на протяжении ми-
нимум 2 недель. 

Проведение ПЦР с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) для выявления рРНК, количество кото-
рой в клетках существенно превышает количество 
рДНК, повышает чувствительность теста, однако 
такой вариант, безусловно, трудоемок. Учитывая, 
что титр микоплазм в клеточных культурах достато-
чен для обнаружения бактериальной ДНК, простой 
одношаговый способ ПЦР вполне приемлем с точки 
зрения необходимости и достаточности. Он отвечает 
концепции экспресс-теста, который легко выполним, 
высокочувствителен, специфичен и экономичен. Вме-
сте с тем положительные результаты ПЦР-теста еще 
не означают, что в образце присутствуют жизнеспо-
собные клетки контаминанта (что важно учитывать 
при анализе материала после проведения процедур, 
направленных на эрадикацию микоплазм). В ряде 
случаев при положительном ПЦР-тесте культуры, 
анализируемой на контаминацию микоплазмами, 
для окончательного заключения все-таки требует-
ся секвенирование ампликона. Тем не менее ПЦР-
тест одобрен международными экспертными орга-
низациями, и на коммерческом рынке представлено 
достаточное количество наборов для тестирования 
клеточных культур на микоплазмы [3, 62]. Исполь-
зуемые в коммерческих наборах праймеры неэффек-
тивны для детекции внеклеточных везикул, но об-
наружение специфичных наборов нуклеотидных 
последовательностей ДНК в везикулах микоплазм 
[20, 21, 24, 36] открывает перспективы разработки 
ПЦР-диагностикумов и для обнаружения соответ-
ствующих инфектогенов.

Помимо указанных, официально одобренных спо-
собов детекции микоплазм, есть и другие методы – 
иммунологические и гибридизационные тесты с при-
менением антисывороток, моноклональных антител 
или ДНК-РНК-гибридизации, предполагающие ис-
пользование зондов с радиоактивной или флуорох-
ромной меткой, а также биохимические, микроско-
пические и некоторые другие тесты (табл. 2) [1, 3, 43, 
62, 67, 68]. Эти методы различаются по чувствитель-
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ности и также не свободны от недостатков, присущих 
описанным способам выявления микоплазменных 
контаминаций.

Представленные выше данные свидетельствуют, 
что проблема детекции микоплазменных контами-
наций пока не решена. Ни один из имеющихся спо-
собов диагностики микоплазм не лишен недостатков 
и ограничений, поэтому проверку клеточных культур 
на контаминацию рекомендуется проводить одновре-
менно несколькими способами [1, 3, 62]. Очевидно, 
что для тестирования компонентов сред на наличие 
таких инфектогенов, как внеклеточные везикулы 
бактерий, необходима разработка специальных те-
стов, основанных на маркерах этих органелл. Выяв-
ление универсальных маркерных последовательно-
стей для детекции соответствующих инфектогенов 
предполагает комплексное исследование внеклеточ-
ных везикул у разных представителей класса Molli-
cutes. Пока в этом направлении сделаны только пер-
вые шаги [16, 20, 36, 37].

СПОСОБы ЭРАДИКАЦИИ МИКОПЛАзМ
Лучшим способом решения проблемы микоплаз-
меннной контаминации клеточной культуры счита-
ется ликвидация зараженной культуры, замена ее 
на чистую, свободную от микоплазм [1, 3, 69]. Если 
это невозможно выполнить, то возникает проблема 
деконтаминации, решение которой предполагает 
эрадикацию микоплазм без повреждения эукарио-
тических клеток. Однако несмотря на то, что на про-
тяжении нескольких десятилетий разрабатывались 
и предлагались разнообразные способы элиминации 
микоплазм, эффективный способ деконтаминации 
пока не найден. Тем не менее энтузиазм исследова-
телей не иссякает, и периодически появляются со-
общения об успешной деконтаминации клеточных 
культур новым или описанным ранее, но модифици-
рованным способом [1, 3, 69–71]. Наиболее распро-
страненным подходом при этом является применение 
антибиотиков. 

Особенности биологии микоплазм определяют 
характер чувствительности этих бактерий к анти-
бактериальным препаратам: многие антибиотики 
неэффективны, поскольку у микоплазм отсутству-
ют мишени, на которые они действуют, например, 
пептидогликан клеточной стенки, синтез которого 
блокирует пенициллин [1, 3, 72]. С другой стороны, 
некоторые антибиотики не вызывают гибель мико-
плазмы, но замедляют ее рост и таким образом ма-
скируют присутствие контаминанта [2], Это обстоя-
тельство является важной причиной рекомендаций 
не использовать антибиотики в профилактических 
целях при работе с клетками, культивируемыми in 
vitro [2, 5, 69]. Тем не менее поиск средств деконта-

минации клеточных культур продолжают связывать 
с антибиотиками [2, 3, 67, 69].

К настоящему времени известно три группы анти-
биотиков, проявляющих определенную активность 
в отношении микоплазм, – макролиды, хинолоны 
и тетрациклины [3, 69, 72]. В ряде публикаций со-
общается, что серия обработок специальными ком-
бинациями антибактериальных препаратов этих 
групп приводит к освобождению клеточных культур 
от микоплазм [3, 67, 69]. Однако эксперименталь-
ные попытки деконтаминации культур на основа-
нии опубликованных протоколов часто оказывают-
ся безуспешными [1, 71, 73]. Учитывая это, а также 
негативные результаты воздействия антибиотиков 
на клеточные культуры, большинство исследова-
телей скептически относятся к попыткам решения 
проблемы эрадикации микоплазм с помощью анти-
бактериальных агентов, но коммерческие компании 
продолжают активно рекламировать соответствую-
щие препараты. 

Существенная проблема антибиотикотерапии 
при микоплазменных инфекциях – быстрое приоб-
ретение микоплазмами резистентности к антибак-
териальным препаратам [1, 19, 74]. Механизмы опе-
ративного формирования устойчивости микоплазм 
к антибактериальным препаратам не вполне ясны. 
Предполагается, что кроме известных механизмов 
развития резистентности к таким антибиотикам, 
как хинолоны, микоплазмы используют и другие, 
еще не установленные способы формирования устой-
чивости к антимикробным препаратам [75–77]. Не-
давно появились сообщения о возможности участия 
внеклеточных везикул в механизмах формирования 
резистентности к антибиотикам бактерий [78, 79], 
в том числе микоплазм [36]. Доказательства участия 
внеклеточных везикул в формировании резистентно-
сти микоплазм к антибиотикам показаны на приме-
ре A. laidlawii. Для этого были использованы разли-
чающиеся по чувствительности к ципрофлоксацину 
штаммы микоплазмы – лабораторный (PG8) и полу-
ченнный от него методом пошаговой селекции PG8r, 
проявляющий повышенную устойчивость к антибио-
тику. Оказалось, что эти штаммы микоплазмы разли-
чаются также по выведению антибиотика и уровню 
образования везикул. Обнаружено, что повышенная 
устойчивость к антибиотику у штамма PG8r ассо-
циирована с высоким уровнем образования везикул, 
и везикулы участвуют в трафике ципрофлоксацина 
и проявляют бактериостатический эффект в отноше-
нии чувствительного к антибиотику штамма Staphy-
lococcus aureus. У штамма с повышенной устойчи-
востью к ципрофлоксацину в гене-мишени этого 
антибиотика (топоизомераза IV) в локусе parC, де-
терминирующем резистентность к фторхинолонам, 
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выявлена транзиция С → Т (в положении 272, опреде-
ляющая замену серина на лейцин (Ser (91) Leu) в мо-
лекуле целевого белка). Оказалось, что везикулы 
этого штамма микоплазмы экспортируют мутантный 
ген целевого белка. Опосредованный внеклеточны-
ми везикулами экспорт генов-мишеней антибиотика 
определяет возможность оперативного распростра-
нения в микробиоценозах мутантной мишени хино-
лонов путем горизонтального переноса [80]. Реали-
зация такой возможности была недавно показана 
в модельных системах Escherichia coli и Pseudomonas 
aerogenosa [81, 82]. Изучение аналогичных процессов 
у микоплазм еще не завершено, однако уже понят-
но, что внеклеточные везикулы являются важным 
компонентом механизмов быстрой адаптации этих 
микроорганизмов к антибактериальным препаратам. 
Принимая во внимание, что секреция везикул – это 
процесс, определяющий выживание микроорганизма 
в различных условиях [27, 32], поиск эффективных 
средств деконтаминации клеточных культур среди 
антибиотиков не представляется перспективным. 

Таким образом, микоплазменные контаминации 
клеточных культур, диагностика и подавление ми-
коплазм остаются серьезной проблемой [1, 3, 7, 69, 
83, 84]. Очевидно, что необходима разработка надеж-
ных методов детекции инфектогенов и деконтами-
нации культур, основанных прежде всего на деталь-
ном изучении генетики и физиологии микоплазм. 

Обнаружение у микоплазм везикулярного трафи-
ка, ассоциированного с внеклеточными везикулами, 
опосредующими межклеточные взаимодействия 
и патогенез, определяет необходимость учета инфек-
тогенов нового типа. Поскольку клеточные культуры 
используются для получения вакцин и физиологи-
чески активных соединений, оперативное решение 
рассмотренной проблемы актуально как для фунда-
ментальной науки, так и биотехнологического произ-
водства чистых препаратов нового поколения.  
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