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РЕЗЮМЕ
Микоплазмы – бактерии, лишенные ригидной клеточной стенки, поэтому крайне неустойчивы in vitro. Чаще всего их выявляют в ассоциации с другими 
возбудителями, среди которых есть те, что способны образовывать L-форму под действием антибиотических препаратов. Микоплазменные колонии, 
так же как и колонии L-форм, имеют вид «яичницы-глазуньи», поэтому для точного диагноза и выбора направления лечения необходимо провести 
их дифференциацию. В статье приведены данные о диагностике микоплазменной инфекции у крупного рогатого скота и результаты дифференциации 
выделенных колоний микоплазм и колоний L-форм бактерий методом многократных пассажей и с помощью полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени. Для выполнения поставленных задач были отобраны 177 образцов от животных, имеющих клинические признаки микоплазмоза, 
из них 45 исследованы молекулярно-генетическим методом, 132 – бактериологическим. При этом ДНК микоплазмы была выявлена в 71,1% проб, 
специфичные колонии – в 3,8% образцов. Такие тесты биохимической идентификации микоплазм, как гидролиз аргинина, разжижение сыворотки 
крови, образование пленки и пятен, посев на среду с Твином-80, гемадсорбция и гемолиз эритроцитов, не дают объективную оценку видовой принад-
лежности микоплазм, но, согласно полученным результатам, изолированный вид с наибольшей вероятностью относится к Mycoplasma dispar, являющейся 
патогенной для крупного рогатого скота. Несомненно, полимеразная цепная реакция в режиме реального времени – наиболее точный и быстрый метод 
диагностики микоплазмоза, но предварительный диагноз можно установить и бактериологически в течение 2–7 сут. Кроме того, при проведении 
микробиологических тестов возможно провести оценку антибиотикорезистентности изолированных микоплазм, тем самым разработать оптимальную 
и качественную схему лечения и профилактики заболевания.
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ВВЕДЕНИЕ
Микоплазмы (молликуты)  – очень мелкие микро

организмы, способные проходить через бактериальные 
фильтры и редуцироваться на бесклеточных питатель-
ных средах. Они не имеют ригидной клеточной стенки 
и окружены лишь трехслойной цитоплазматической 
мембраной, в  связи с  этим обладают выраженным 
полиморфизмом, в  мазках обнаруживают округлые, 
овальные и  нитевидные образования. Микоплазмы 
крайне неустойчивы in vitro. Их цитоплазматическая 
мембрана состоит из стериновых липидов, что сбли-
жает эти микроорганизмы с эукариотами и отличает 
от других прокариот [1–3]. Среди микоплазм есть виды, 
которые вызывают патологические процессы у живот-
ных, а также те, что находятся в тесной связи с клетками 
макроорганизма и не провоцируют инфекцию. 

Наибольшую этиологическую значимость в  пато
логии крупного рогатого скота имеют Mycoplasma 
bovis, Mycoplasma mycoides, Mycoplasma bovigenitalium, 
Mycoplasma bovoculi, Mycoplasma dispar [4, 5]. Возбуди-
тели микоплазмоза вызывают у животных пневмонии 
различной тяжести, артриты, конъюнктивиты, вульво
вагиниты, эндометриты, маститы, баланопоститы, 
аборты и бесплодие коров и быков [4, 6, 7]. При патоло-
го-анатомическом вскрытии отмечают ателектаз верху-
шечных долей легких, многочисленные некротические 
фокусы, при сочетанных с микоплазмозом инфекциях – 
массивный спаечный процесс в плевральной полости 
и абсцессы в легочной ткани [8, 9].

Микоплазмоз распространен повсеместно, не толь-
ко в зарубежных странах, но и в Российской Федера-
ции. В большинстве случаев протекает бессимптомно 
и хронически, острые клинические проявления отме-

чаются на фоне снижения общей резистентности орга-
низма в осенне-зимний и весенний периоды, зачастую 
диагностируется случайно. Для микоплазм характер-
на длительная персистенция в организме. Известно, 
что микоплазмозом могут болеть до 40% коров в ста-
де [7, 10], что наносит предприятию огромный эконо-
мический ущерб. Вакцинацию против этой инфекции 
в нашей стране не проводят, меры профилактики долж-
ны быть направлены на улучшение условий кормления 
и содержания животных [11], проведение мониторинга 
качества спермы и санации коров в сухостойный пери-
од, также возможна антибиотикопрофилактика. 

Зачастую микоплазмоз диагностируют в ассоциации 
с такими бактериальными и вирусными инфекциями, 
как лептоспироз, листериоз, пастереллез, диплококкоз, 
инфекционный ринотрахеит, вирусная диарея, пара
грипп и другие [12–15]. 

Лабораторную диагностику микоплазмоза со-
ставляют микробиологическая и  молекулярно-
биологическая идентификация возбудителя. С целью 
обнаружения носительства в стаде проводят оценку 
уровня антител c помощью иммуноферментного ана-
лиза (ИФА) [16–18]. 

Микоплазмы требовательны к составу питательных 
сред и условиям культивирования, они чувствительны 
к pH питательной среды, оптимум pH для роста состав-
ляет 7,8–8,2. В питательные среды добавляют экстракт 
дрожжей, глюкозу и  сыворотку крови как источники 
энергии и стерола. Кроме того, большинство видов мико-
плазм характеризуется медленным размножением, куль-
тивирование продолжается несколько недель [19–21]. 

При выявлении специфичных колоний необходи-
мо провести их дифференциацию от L-форм бактерий. 

SUMMARY
Mycoplasmas are bacteria that are extremely unstable in vitro as they lack a rigid cell wall. They are most often detected in association with other pathogens, including 
those that can become L-forms if treated with antibiotics. Mycoplasma colonies, as well as colonies of L-form bacteria, have a typical “fried egg” appearance, therefore it 
is necessary to differentiate them for the accurate diagnosis and choice of treatment. The paper presents data on mycoplasma infection diagnosis in cattle and results 
of differentiation of isolated mycoplasma and L-form bacteria colonies using multiple passaging and real-time polymerase chain reaction. For that, 177 samples were 
collected from animals with mycoplasmosis clinical signs, 45 of them were tested using molecular genetic method, 132 samples were subjected to bacteriological 
testing. Mycoplasma DNA was detected in 71.1% of samples, and specific colonies were detected in 3.8% of samples. Such biochemical tests of mycoplasma species 
identification as arginine hydrolysis, blood serum liquefaction, film and grain formation, inoculation into Tween-80-containing medium, hemadsorption and hemolysis 
of erythrocytes do not allow an objective assessment of the species belonging to mycoplasmas, but, according to the results obtained, the isolated species most likely 
belongs to Mycoplasma dispar, which is pathogenic for cattle. Real-time polymerase chain reaction is undoubtedly the most accurate and rapid diagnostic method 
for mycoplasmosis, but a preliminary diagnosis can also be established bacteriologically within 2–7 days. In addition, during microbiological testing, it is possible to 
assess the antibiotic resistance of mycoplasma isolates, thereby developing an optimal and high-quality scheme of the disease treatment and prevention.

Keywords: Mycoplasma, bacteriological diagnosis, factor infection, microflora, pneumonia, L-form bacteria, specific nutrient media, molecular genetic diagnosis
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юнктивальная (n = 6) и препуциальная слизь (n = 1) телят 
разного возраста, а также патолого-анатомический ма-
териал от двух телят – пробы легочной ткани (участок 
условно здоровой ткани, граница «патология – норма», 
участок с  патолого-анатомическими изменениями) 
и пробы из средостенных лимфатических узлов, мор-
фологическая структура которых была не нарушена. 

Для ПЦР-исследования использовали цервикаль-
ную (n = 18), назальную (n = 18), конъюнктивальную 
(n = 2), препуциальную слизь (n = 1), кровь (n = 1) и па-
толого-анатомический материал (n = 2) от телят разного 
возраста.

Первичный посев материала проводили в жидкую 
и плотную питательные среды, изготовленные на ос-
нове мясо-пептонного бульона или агара и бульона 
Мартена, с добавлением 20% сыворотки крови лошади, 
10% дрожжевого экстракта, ингибиторов роста посто-
ронней микрофлоры. Дальнейшие пересевы проводи-
ли на плотную питательную среду, при этом использо-
вали метод агаровых блоков, а также гомогенизации 
агаровых блоков в  физиологическом растворе. При 
обнаружении специфичных колоний проводили их 
микроскопию с последующей идентификацией. Кон-
троль роста на жидкой питательной среде осуществля-
ли ежедневно, визуально оценивали степень мутности, 
наличие осадка и пленки в течение 14 дней. Далее про-
изводили пересев материала на плотную питательную 
среду, контроль за посевами осуществляли также в те-
чение 14 дней [3, 20].

В  ПЦР в  режиме реального времени (ПЦР-РВ) ис-
пользовали праймеры на обнаружение ДНК микоплазм 
в соответствии с инструкцией, прилагаемой к набору 
реагентов «ПЦР-МИКОПЛАЗМОЗ-ФАКТОР» (ООО «ВЕТ 
ФАКТОР», Россия).

При проведении исследований руководствовались 
«Методическими рекомендациями по выделению, 
культивированию и идентификации микоплазм, ахоле
плазм и уреаплазм» [20].

Изучение некоторых культуральных и ферментатив-
ных признаков, а именно: образование пленки и пятен, 
посев на среду с Твином-80 (принадлежность к M. bo-
vis), гидролиз аргинина, разжижение сыворотки крови, 
реакцию гемадсорбции и гемолиз колоний, проводили 
согласно методикам Л. Штипкович [1].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Образцы биоматериала отбирали от животных, 

имеющих клинические проявления микоплазмоза: 
у коров – хронические маститы, эндометриты, аборты 
в анамнезе, у телят – риниты, конъюнктивиты, балано-
поститы, артриты и пневмонии. До отправки в лабора-
торию пробы хранили в физиологическом растворе. 

Всего для исследования в ПЦР-РВ взяты 45 проб. Ре-
зультаты представлены в таблице.

Установлено, что из 45 образцов положительными 
оказались 32 (71,1%). В одном случае ДНК микоплазмы 
обнаружена в цервикальной слизи матери и назальной 
слизи теленка, в пяти – ДНК микоплазмы выявлена в на-
зальной слизи и не обнаружена в крови телят. 

Бактериологически было исследовано 132 образца 
биоматериала. Специфичные колонии микоплазм изо-
лированы лишь в пяти из них  (3,8%): в четырех про-
бах назальной слизи и одной пробе патологического 
материала (ткань лимфатического узла средостения) 
от павшего теленка. 

Проблема микоплазма-инфекций тесно связана с уче-
нием об L-формах бактерий. Обнаруженные впервые 
в  культуре Streptobacillus moniliformis в  1935  г. были 
названы  L-формой и  благодаря своему необычайно-
му сходству с микоплазмами первоначально отнесе-
ны в  группу PPLO-микроорганизмов. При изучении 
свойств L-форм ученые выяснили, что одни из них мо-
гут реверсировать в бактериальную форму, а другие – 
нет, их стали называть «стабильные L-формы». В 1956 г. 
для возбудителя перипневмонии крупного рогатого 
скота было принято название «M. mycoides» [22].

К  основным аспектам исследований биологии 
L-форм бактерий и семейства микоплазм следует от-
нести: изучение их морфологических и  физиологи-
ческих признаков; исследование механизмов пре-
вращения бактерий в L-форму; разработку критериев 
дифференциации L-форм и  микоплазм, призванных 
раскрыть роль L-форм в филогенезе семейства Myco-
plasmataceae и послужить основой для создания наи-
более рациональной схемы классификации данных 
форм; выяснение роли L-форм бактерий и семейства 
Mycoplasmataceae при патологических процессах, ин-
фекционная природа которых не укладывается в рамки 
бактериальной или вирусной этиологии [23].

Морфологические особенности L-форм и  мико-
плазм, а именно отсутствие ригидной клеточной стен-
ки, обусловливает их высокую пластичность, хрупкость 
и выраженный полиморфизм. Физиологические осо-
бенности L-форм и микоплазм в значительной степе-
ни связаны с особенностями их тонкой структуры. Обе 
группы близки по составу белков, углеводов и липидов, 
литические агенты, разрушающие липопротеины, рас-
творяют обе группы микроорганизмов [24]. Осмотичес
кий шок не оказывает резкого действия на микоплазмы 
и соленезависимые L-формы [25].

Микоплазмы, так же как и L-формы, устойчивы к дей-
ствию тех антибиотиков и лекарственных средств, ис-
ходное действие которых связано с ингибированием 
синтеза клеточной стенки микроорганизмов. Лизоцим, 
который, как известно, действует на β-глюкозидные 
связи клеточной оболочки, не действует ни на L-формы, 
ни на микоплазмы.

Адекватным высокочувствительным современным 
методом диагностики микоплазмоза является поли-
меразная цепная реакция (ПЦР), направленная на вы-
явление ДНК и видовую идентификацию возбудителей 
микоплазмоза. Этот метод в ветеринарной практике 
широко используют в основном для массовых исследо-
ваний в комплексе с другими методами или как метод 
экспресс-диагностики инфекций [26, 27].

Целью данной работы явилось изучение 
культурально-морфологических свойств микоплазм 
и их дифференциация от L-форм бактерий, а также по-
иск высокочувствительных и качественных методов 
диагностики и дифференциальной диагностики мико-
плазмоза крупного рогатого скота.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа проводилась в  Вологодском филиале 

ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН (г. Вологда), ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН 
(г. Москва) и БУВВО «Вологодская облветлаборатория» 
(г. Вологда). 

Материалом для бактериологического исследова-
ния являлись: цервикальная слизь (n = 35) и секрет мо-
лочной железы коров (n = 30), назальная (n = 58), конъ-
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Первичный посев патолого-анатомических об-
разцов легочной ткани и  лимфатических узлов сре-
достения осуществляли в жидкую питательную среду. 
В течение 14 дней наблюдения помутнения бульона, 
появления пленки и  осадка не зафиксировано. При 
пересеве на плотную питательную среду еще через 
14 дней были обнаружены колонии, морфологически 
схожие с колониями Mycoplasma spp.

Как видно на рисунке 1, колонии имеют характер-
ный вид «яичницы-глазуньи» с приподнятым центром 
и более светлой периферической частью.

На фотографии также виден рост посторонней 
микрофлоры, поэтому появились сомнения в принад-
лежности колоний к  микоплазменным. В  результате 
окраски мазков неспецифичных колоний по Граму 
и Романовскому – Гимзе были установлены бактерии, 
схожие по структуре с одноклеточными грибами (иден-
тификацию не проводили). 

Дальнейшие исследования были направлены 
на дифференциацию колоний микоплазм от колоний 
L-форм бактерий и получение чистой культуры мико-
плазм данного вида методом многократных пассажей.

Точечно под контролем микроскопа иссекали нуж-
ные колонии и пересевали блоками на плотную и жид-
кую питательные среды с ингибиторами и без ингиби-

торов, а также блоки суспендировали в физрастворе. 
При этом рост микоплазм был отмечен на первые – тре-
тьи сутки (рис. 2). 

В ходе исследования установили, что колонии оста-
лись схожими с колониями микоплазм, но уже имели 
более выраженную центральную часть. Для подтверж-
дения результата собственных исследований колонии 
помещали в  физиологический раствор и  проводили 
ПЦР-исследование на  принадлежность к  Mycoplas-
ma spp. Все образцы оказались положительными.

Первичный посев цервикальной, назальной, конъ-
юнктивальной, препуциальной слизи и секрета молоч-
ной железы осуществляли на плотную питательную 
среду. При этом специфичные колонии в  посеве на-
зальной слизи были обнаружены через 48 ч. Они также 
были отнесены к Mycoplasma spp. по результатам моле-
кулярно-генетического метода и метода многократных 
пассажей.

Некоторые биохимические тесты показали, что 
с наибольшей вероятностью изолированные штаммы 
относятся к M. dispar, которая является возбудителем 
микоплазмоза крупного рогатого скота.

На рисунке  3а показан рост микоплазм на среде 
с  Твином-80, которую используют для определения 
принадлежности к  M.  вovis. Реакция считается поло-
жительной, если вокруг колоний образуется светлое 
кольцо, на фото виден отрицательный результат.

Покраснение среды (повышение рН) свидетельству-
ет о гидролизе микоплазмами аргинина (рис. 3b). Сле-
дует отметить, что данным биологическим свойством 
обладают M. alcalescens, M. arginini, M. canadense.

При идентификации микоплазм с помощью теста 
«разжижение сыворотки крови» получен положитель-
ный результат: образовалась жидкость, появились по-
лости и разрывы (рис. 3с).

Также при росте на питательных средах не было 
отмечено образования пленок (представляют собой 
холестеролы и фосфолипиды) и зерен (состоят из вы-
павших в осадок солей магния и кальция), что свиде-
тельствует об отсутствии липолитического действия 
микоплазм. При проведении работ по изучению гемад-
сорбирующих и гемолитических свойств с использова-
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Рис. 1. Рост смешанной микрофлоры на плотной 
обогащенной питательной среде, колонии микоплазм 
обведены красным (микроскоп стереоскопический 
МБС-10, увеличение 14 × 2)

Fig. 1. Growth of mixed microflora in solid enriched nutrient 
medium, Mycoplasma colonies are circled in red (MBS-10 
stereoscopic microscope, 14 × 2 magnification)

Таблица
Результаты исследования образцов в ПЦР-РВ на наличие ДНК Mycoplasma spp.
Table
RT-PCR results for samples tested for presence of Mycoplasma spp. DNA

Исследуемый материал
Выявление ДНК Mycoplasma spp.

ДНК обнаружена ДНК не обнаружена Итого

Цервикальная слизь коров 11 7 18

Назальная слизь телят 17 1 18

Конъюнктивальная слизь телят 2 0 2

Кровь телят 0 5 5

Патматериал 2 0 2

Итого 32 13 45

Рис. 2. Чистая культура микоплазм: красным обведены 
колонии микоплазм, синим – кусочки питательной 
среды от предыдущего пассажа (микроскоп 
стереоскопический МБС-10, увеличение 14 × 2)

Fig. 2. Pure Mycoplasma culture: Mycoplasma colonies 
are circled in red, parts of nutrient medium from the previous 
passage are circled in blue (MBS-10 stereoscopic microscope, 
14 × 2 magnification)
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нием эритроцитов крупного рогатого скота получен от-
рицательный результат. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исходя из представленных результатов, наибо-

лее быстрая и точная диагностика микоплазменной 
инфекции у крупного рогатого скота сводится к про-
ведению молекулярно-генетических исследований, 
однако предварительный диагноз можно установить 
и  бактериологически в  течение 2–7  сут. Кроме того, 
при использовании микробиологических тестов 
можно провести оценку антибиотикорезистентности 
изолированных микоплазм, тем самым разработать 
оптимальную и  качественную схему лечения и  про-
филактики. При молекулярно-генетическом и  бакте-
риологическом методах диагностики микоплазмоза 
возможны ложноотрицательные результаты, но ввиду 
небольшой скорости роста микоплазм и резистентно-
сти ассоциированной микрофлоры к антимикробным 
средствам, входящим в состав питательных сред, при 
бактериологическом методе их гораздо больше. 
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Рис. 3. Биохимические свойства выделенной микоплазмы:  
a – тест «посев на среду с Твином-80» (принадлежность к M. bovis); 
b – гидролиз аргинина; c – разжижение сыворотки крови

Fig. 3. Biochemical properties of isolated Mycoplasma:  
a –inoculation into medium supplemented with Tween-80 (test for typing 
as M. bovis); b – hydrolysis of arginine; c – liquefaction of blood serum 

a

b c
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