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на основе метода ПЦР в режиме реального времени  
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РЕЗЮМЕ 
Введение. В настоящее время наблюдается широкое распространение и активная циркуляция Mycoplasma dispar в животноводческих хозяйствах 
по всему миру, в том числе и в Российской Федерации. Актуальность внедрения в ветеринарную практику тест-системы на основе полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени для выявления ДНК Mycoplasma dispar обусловлена важной ролью данного возбудителя в развитии комплекса 
респираторных болезней крупного рогатого скота, приводящих к значительным экономическим потерям в животноводстве, в том числе являющихся 
причиной падежа телят.
Цель исследования. Определение основных валидационных характеристик и внедрение в ветеринарную практику разработанной тест-системы для 
выявления ДНК Mycoplasma dispar методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени. 
Материалы и методы. Референтный штамм Mycoplasma dispar (ATCC № 27140) культивировали на питательной среде 1699 Revised Mycoplasma Medi-
um, рекомендованной American Type Culture Collection. ДНК выделяли с использованием коммерческого набора, постановка ПЦР в режиме реального 
времени осуществлялась по заранее подобранным параметрам. Были определены основные валидационные характеристики тест-системы: аналити-
ческая чувствительность, аналитическая специфичность, эффективность амплификации, повторяемость и воспроизводимость. Показана возможность 
практического применения тест-системы на основе ПЦР в режиме реального времени для выявления ДНК Mycoplasma dispar. 
Результаты. Аналитическая чувствительность (предел обнаружения) тест-системы по выявлению ДНК Mycoplasma dispar составила 10 копий ДНК/мкл 
(или 100 копий ДНК/реакцию), специфичность – 100% (детектирует только ДНК Mycoplasma dispar), эффективность амплификации – 99,01%, среднее 
значение коэффициента вариации при оценке повторяемости – 0,91%, воспроизводимости – 0,66–1,26% в рамках 5 повторений и 0,91% в рамках 
15 повторений. Апробацию тест-системы проводили на 228 пробах биоматериала, отобранных от крупного рогатого скота из 13 регионов Российской 
Федерации, при этом ДНК Mycoplasma dispar была обнаружена в 39,47% исследуемых проб. 
Заключение. Разработанная тест-система для выявления ДНК Mycoplasma dispar продемонстрировала высокие валидационные показатели и может 
быть использована в диагностике микоплазмоза крупного рогатого скота.
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ABSTRACT
Introduction. Currently, Mycoplasma dispar is widely spread and circulating in livestock farms around the world, including in the Russian Federation. The imple-
mentation of a real-time polymerase chain reaction test kit for detecting Mycoplasma dispar DNA in veterinary practice is highly relevant, as this pathogen can 
cause respiratory diseases in cattle and contribute to calf mortality, leading to significant economic losses in livestock production.
Objective. To introduce a newly developed real-time polymerase chain reaction test kit Mycoplasma dispar DNA detection kit into veterinary practice and determine 
its major validation parameters.
Materials and methods. Mycoplasma dispar reference strain (ATCC No. 27140) was cultured in 1699 Revised Mycoplasma Medium recommended by the Amer-
ican Type Culture Collection. DNA was extracted using a commercial kit, real-time polymerase chain reaction was performed using pre-selected parameters. The 
major validation parameters of the test kit were determined: analytical sensitivity, analytical specificity, amplification efficiency, repeatability and reproducibility. 
Applicability of real-time polymerase chain reaction test kit for detection of Mycoplasma dispar DNA was demonstrated. 
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Передается M. dispar от инфицированных животных 
к здоровым в основном через дыхательные секреты, 
выявляется в  дыхательных путях как здоровых, так 
и  больных пневмонией телят  [3]. При неблагоприят-
ных условиях микоплазмы самостоятельно или в ком-
бинации с другими инфекционными агентами могут 
вызывать серьезные респираторные заболевания, 
тем самым причиняя экономический ущерб крупным 
животноводческим хозяйствам с высокой концентра-
цией животных [17, 18]. При обследовании поголовья 
КРС в Нидерландах M. dispar была выделена из 92% 
проб легких телят с  пневмонией и  из  40% проб лег-
ких здоровых телят [7, 19]. В Дании при исследовании 
легких телят с  признаками фибринозно-некротизи-
рующей, гнойной бронхопневмонии и эмболической 
пневмонии M. dispar выявляли в 50% случаев [20]. Одно-
временно с микоплазмами обнаруживались и другие 
бактерии, такие как Histophilus somni, Pasteurella multo-
cida, Arcanobacterium pyogenes и Mannheimia haemolyti-
ca. В Великобритании M. dispar часто выявляют у телят 
с пневмонией, считается, что она является причиной 
тяжелой плевропневмонии, сходной с контагиозной 
плевропневмонией КРС, включенной в список Всемир-
ной организации здравоохранения животных (ВОЗЖ) 
и подлежащей обязательной нотификации [21]. 

Детальные исследования определили точную роль 
M. dispar в развитии комплекса респираторных заболе-
ваний КРС, который является хронической болезнью, 
поражающей молочных телят и мясной скот на откор-
мочных площадках. В результате было установлено, что 
в животноводческой отрасли США производственные 
потери, расходы на лечение и профилактику данного 
заболевания составляют более 4 млрд долларов [21].

Телятам с комплексом респираторных заболеваний 
обычно назначают антимикробные препараты, в  то 
время как некоторые из них неэффективны против 
микоплазм [22]. Следовательно, существует значитель-
ная опасность возникновения резистентности к тако-
го рода лекарственным средствам, что отмечается 
и  при  лечении респираторных инфекций, вызван-
ных другими бактериальными патогенами [23].

Механизмы патогенности M. dispar достаточно из-
учены, они включают в себя способность вырабатывать 
перекись водорода и формировать биопленки – оба 
известных фактора вирулентности. Также было отме-
чено, что данный вид микоплазм колонизирует эпите-
лий слизистой оболочки дыхательных путей, оказывая 

ВВЕДЕНИЕ
Mycoplasma dispar является одним из возбудите-

лей респираторных заболеваний крупного рогатого 
скота (КРС), в том числе телят, и имеет повсеместное 
распространение. Болезнь, вызванная M. dispar, харак-
теризуется воспалением слизистых оболочек верхних 
дыхательных путей и поражением легких, что приводит 
к значительным убыткам в животноводстве [1, 2, 3].

Данный вид микроорганизмов относится к роду My-
coplasma, классу Mollicutes, характеризуется отсутстви-
ем клеточной стенки, плеоморфизмом, небольшим для 
бактерий размером генома (803 т. п. н.) с низким соот-
ношением G + C (28,5–29,3 моль%) [4, 5]. 

Культивирование M. dispar требует специальной пи-
тательной среды для роста, микроорганизм не образу-
ет типичных для микоплазм колоний в виде «яичницы-
глазуньи». Кроме того, M. dispar не всегда ингибируется 
гипериммунной сывороткой, что затрудняет традици-
онную идентификацию на ранних стадиях [5]. M. dispar 
ферментирует глюкозу и восстанавливает соли тетра-
золия в аэробных и анаэробных условиях, но не гидро-
лизует аргинин, не катаболизирует сыворотку и не об-
ладает фосфатазной активностью [6, 7, 8]. M. dispar имеет 
внешнюю капсулу, состоящую из полисахарида, иден-
тифицированного как полимер галактуроновой кисло-
ты [9]. Эта капсула образуется во время инфицирования 
клеток млекопитающих-хозяев и может оказывать инги-
бирующее действие на активность бычьих альвеоляр-
ных макрофагов, предотвращая их активацию [10]. 

Сообщалось, что для уничтожения микоплазмы аль-
веолярными макрофагами необходимо наличие анти-
тел против капсульного полисахарида [9]. 

Впервые М. dispar была выделена и идентифициро-
вана в Англии в 1969 г. от телят с пневмонией. Затем 
данный вид микоплазм обнаружили в Дании, Бельгии, 
Голландии, Франции, Австралии, США, Канаде, Корее 
и Японии [8]. В Европе сообщения о выявлении возбу-
дителя поступали из Великобритании, также инфекция, 
вызванная M. dispar, была зарегистрирована в Брази-
лии и Италии [11, 12, 13, 14, 15]. В Российской Федерации 
при исследовании 1186 проб биоматериала, получен-
ных от КРС с клиническими признаками респиратор-
ной и/или репродуктивной патологии из 34 различных 
регионов в период с 2015 по 2018 г., методом полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) с электрофоретической 
детекцией продуктов амплификации в агарозном геле 
ДНК М. dispar была обнаружена в 37,15% проб [16].

Results. The Mycoplasma dispar DNA detection test kit demonstrated an analytical sensitivity (detection limit) of  10  copies/μL (100  copies/reaction),  
100% specificity (exclusive to Mycoplasma dispar DNA), 99.01% amplification efficiency, and an average repeatability coefficient of variation of 0.91%. Repro
ducibility coefficient of variation ranged from 0.66% to 1.26% across 5 replicates and was 0.91% across 15 replicates. The test kit was validated using 228 biological 
samples from cattle from 13 regions of the Russian Federation, while Mycoplasma dispar DNA was detected in 39.47% of the samples tested. 
Conclusion. The developed Mycoplasma dispar DNA test kit has demonstrated high validation performance and is suitable for diagnosing bovine mycoplasmosis.
Keywords: Mycoplasma dispar, test kit, qPCR, internal control, sensitivity, specificity, amplification efficiency
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иммуноферментного анализа [35] и пассивной гемаг-
глютинации [36, 37]. Авторами описано, что наличие 
антител к M. dispar у КРС слабо выражено, поскольку 
данный вид микоплазм обитает только на поверхно-
сти легких, однако это может быть связано с низкой 
чувствительностью используемого серологического 
анализа, а не с недостаточностью гуморального ответа 
организма животного [35]. 

Использование ПЦР значительно облегчило вы-
явление микоплазм, хотя только в  2004  г. было со-
общено о ПЦР, специфичной для выявления генома 
M.  dispar  [38]. В  данной реакции применялись спе
цифические и универсальные олигонуклеотиды для 
обнаружения единичных полиморфизмов в 16S рРНК 
последовательности. В  то же время был описан 
метод ПЦР/ДГГЭ (денатурирующий градиентный 
гель-электрофорез), который позволяет выявлять 
и идентифицировать более 70 различных микоплазм, 
включая M. dispar [39, 40].

В современных условиях оперативность диагности-
ки может быть достигнута за счет применения ПЦР в ре-
жиме реального времени (ПЦР-РВ), которая обеспечи-
вает быструю и точную идентификацию специфических 
локусов генома микоплазм в пробах биологического 
материала [18, 32, 34, 41]. 

Использование флуоресцентных (TaqMan) зондов, 
которые распознают конкретную последовательность-
мишень в межпраймерном сегменте, позволяет достичь 
высокой специфичности исследования. В отличие от 
традиционных методов ПЦР, метод в реальном време-
ни не требует дополнительных операций с образцом 
после амплификации, что снижает риск контаминации 
и приводит к сокращению времени проведения анали-
за и увеличению пропускной способности.

Включение в состав тест-систем ПЦР-PB внутреннего 
контрольного образца (ВКО) позволяет с высокой сте-
пенью достоверности интерпретировать полученные 
данные и исключить ложноотрицательные результаты 
из-за наличия в пробе ингибиторов ПЦР  [42]. Таким 
образом, актуальной задачей для производителей со-
временных тест-систем на основе ПЦР-РВ является ис-
пользование ВКО, который позволяет контролировать 
как этап выделения нуклеиновой кислоты, так и этап 
амплификации [43, 44, 45, 46].

Также стоит отметить, что в соответствии с требова-
ниями ВОЗЖ в каждый ПЦР-тест рекомендуется вклю-
чать BKO для контроля качества [47]. 

Наличие инструментов молекулярной идентифика-
ции геномов микоплазм, в том числе M. dispar, позво-
ляет не только отслеживать эпизоотическую ситуацию 
в отечественных хозяйствах, но и осуществлять кон-
троль как при ввозе животных, так и при использова-
нии их в производственных целях [34, 48]. 

На сегодняшний день в Российской Федерации от-
сутствуют коммерчески доступные тест-системы ПЦР-
РВ отечественного производства, выявляющие ДНК 
М. dispar, в связи с чем разработка и внедрение в ве-
теринарную практику специфичной диагностической 
тест-системы на основе ПЦР-РВ является актуальной 
задачей [34]. 

Целью данной работы являлось определение основ-
ных валидационных характеристик и внедрение в вете-
ринарную практику разработанной в ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
тест-системы для выявления ДНК M.  dispar методом 
ПЦР-РВ.

цитостатическое и  даже цитопатическое действие 
на клетки дистальных бронхов и бронхиол и приводя 
к нарушению трахеобронхиального клиренса [9, 21, 24]. 
Кроме того, было показано, что M. dispar оказывает им-
муносупрессивное действие на организм хозяина [25]. 
В связи с этим данный вид микоплазм был включен 
вместе с Mycoplasma bovis в число возбудителей, вы-
зывающих или усугубляющих комплекс респираторных 
заболеваний [8, 21]. M. dispar является причиной экссу-
дативного бронхита и пневмонии у телят, передача ин-
фекции происходит в основном воздушно-капельным 
путем и при тесном многократном контакте [26]. 

Mycoplasma dispar вызывает образование уплот-
нений пурпурно-красного цвета, в  основном в  кра-
ниовентральных областях легкого [27]. При экспери-
ментальном заражении телят M.  dispar развивались 
умеренный субклинический бронхиолит с лимфоид-
ной инфильтрацией и легкая пневмония [10]; иногда 
отмечались случаи мастита [28]. Другие авторы сооб-
щают, что M. dispar вызывает альвеолит, при котором 
нейтрофилы, макрофаги и  экссудат накапливаются 
в альвеолярных стенках и пространствах [26, 29]. При 
полевых случаях субклинической пневмонии, когда 
из проб биоматериала была выделена M. dispar, реги-
стрировали сходные поражения [30].

Объем генетической информации по M. dispar в от-
крытых базах данных ограничен. Полногеномная по-
следовательность референтного штамма M.  dispar 
ATCC № 27140 была внесена в GenBank в 2015 г. На ос-
нове филогенетического анализа последовательности 
гена 16S рРНК M. dispar сгруппирована вместе с M. ovi-
pneumoniae, M. flocculare и M. hyopneumoniae, выделяе-
мыми от овец и коз [31]. 

Борьба с микоплазмозом должна включать меры 
по  снижению стресса, обусловленного условиями 
окружающей среды, и обеспечению надлежащего со-
держания животных в помещениях с хорошей цирку-
ляцией воздуха. Необходимо проводить мероприятия, 
направленные на предотвращение заражения телят 
от взрослых животных [8]. 

Одним из ключевых компонентов борьбы с мико-
плазмозами КРС является своевременная диагностика. 
Лабораторное подтверждение заболевания, вызванно-
го M. dispar, играет важную роль, в связи с глобальным 
распространением патогена, что оказывает значи-
тельное влияние на благополучие животноводческой 
отрасли [18, 32, 33, 34].

Классическим способом идентификации микоплазм 
КРС является их выделение на питательных средах, что 
имеет приоритетное значение, так как в этом случае 
можно получить наиболее полную информацию о куль-
турально-морфологических и  биологических свой-
ствах возбудителя. Кроме того, у данного метода име-
ется дополнительное преимущество, заключающееся 
в возможности создания банка клинических изолятов, 
которые в дальнейшем можно использовать при разра-
ботке и совершенствовании стратегий профилактики, 
контроля и искоренения микоплазмозов, а также для 
выявления резистентности микоплазм к  антибакте-
риальным препаратам [8, 18, 33, 34]. Но следует так-
же отметить, что данный способ трудоемок и требует 
7–10 дней для постановки диагноза [3, 18, 34]. 

Серологические тесты на выявление антител к M. dis-
par широко не распространены, хотя в прошлом сооб-
щалось о применении реакции радиального гемолиза, 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Бактерии и вирусы. В  работе использовали рефе-

рентный штамм M. dispar (ATCC № 27140), полученный из 
коллекции штаммов микроорганизмов ФГБУ «ВНИИЗЖ», 
а также пробы биологического материала, отобранные 
от КРС различных возрастных групп (стабилизирован-
ная кровь; назальные и трахеальные смывы; кусочки 
легких, трахеи и лимфатических узлов; плевральная 
жидкость).

Для оценки аналитической специфичности разра-
ботанной тест-системы были использованы штаммы 
бактерий: M. bovis ATCC № 25523, M. bovigenitalium ATCC 
№  19852, M.  bovis «Калуга  2020», ДНК Mycoplasma my-
coides subsp. mycoides SC (MmmSC) Madugri-8 (ФГБНУ «Фе-
деральный исследовательский центр вирусологии 
и микробиологии», Россия), Mycoplasma mycoides subsp. 
mycoides SC (MmmSC) «T1/44/ВНИИЗЖ», а также другие 
бактериальные и вирусные агенты, способные вызвать 
аналогичную патологию у КРС: Escherichia coli «ЕС-21», 
Mannheimia haemolytica «№ 1412», Pasteurella multocida 
«№ 1414», изолят M. bovigenitalium, изолят M. dispar, изо-
лят M. bovis, вирус парагриппа-3 КРС «ВГНКИ-4», респира-
торно-синцитиальный вирус КРС «Вологда/2020», вирус 
вирусной диареи КРС «NADL-ВНИИЗЖ».

Культивирование M.  dispar. Референтный штамм 
M. dispar (ATCC № 27140) культивировали на рекомен-
дованной American Type Culture Collection питательной 
среде 1699  Revised Mycoplasma Medium, состоящей 
из бульона с сердечно-мозговым экстрактом, – 7,5 г; 
10×  сбалансированного солевого раствора Хенк-
са  – 40,0  мл; 0,25%-го раствора фенолового красно-
го  – 10,0  мл; термически инактивированной свиной 
сыворотки  – 200,0  мл; 5%-го гидролизата лактальбу-
мина в 1× фосфатно-буферном растворе – 100,0 мл; 
дрожжевого экстракта – 20,0 мл и дистиллированной 
воды – 660,0 мл. Культивирование проводили в инкуба-
торе при температуре (37 ± 0,5) °С и 5% CO2 в течение 
5 сут. После завершения инкубации наблюдалось по-
мутнение в пробирках и изменение цвета среды (по-
желтение), на плотной питательной среде формирова-
лись колонии, характерные для M. dispar. Определение 
биологической активности М. dispar проводили путем 
подсчета колониеобразующих единиц (КОЕ/мл) [49, 50]. 

Выделение ДНК осуществляли с  использованием 
коммерческого набора «Ампли Прайм РИБО-сорб» 
(ФБУН  «Центральный научно-исследовательский ин-
ститут эпидемиологии» Роспотребнадзора, Россия) 
в соответствии с инструкцией производителя.

Постановка ПЦР-РВ. Реакционная смесь для ампли-
фикации на одну реакцию содержала следующие ком-
поненты: ПЦР-буфер-Б для Taq ДНК-полимеразы 10× 
(«Синтол», Россия); SynTaq ДНК-полимераза с ингиби-
рующими активность фермента антителами, 5 ЕД/мкл 
(«Синтол», Россия); 25  мМ водный раствор хлорида 
магния MgCl2 («Синтол», Россия); 100 мМ водных рас-
творов четырех дезоксинуклеозидтрифосфатов (дНТФ): 
дАТФ, дГТФ, дТТФ, дЦТФ (готовится общая смесь дНТФ 
и  разводится водой, свободной от  нуклеаз, до  кон-
центрации 10  мМ каждого дНТФ; Fermentas, Литва); 
прямой праймер (100 пмоль/мкл), обратный праймер 
(100 пмоль/мкл) и TaqMan-зонд (100 пмоль/мкл) для вы-
явления участка гена, кодирующего 16S рРНК M. dispar 
(«Синтол», Россия); прямой праймер (100 пмоль/мкл), 
обратный праймер (100  пмоль/мкл) и TaqMan-зонд 
(100 пмоль/мкл) для выявления искусственно синте-

зированного ВКО («Синтол», Россия) [51]. Полученный 
объем реакционной смеси доводили до 15 мкл водой 
деионизированной, свободной от нуклеаз («Евроген», 
Россия). После добавляли в подготовленные пробирки 
по 15 мкл реакционной смеси и по 10 мкл ДНК-матрицы 
исследуемых образцов. Амплификацию проводили 
в  программируемом амплификаторе Rotor-Gene  Q 
(QIAGEN, Германия). 
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Таблица 1 
Значения порогового цикла Сt при оптимизации температурно-временного 
режима ПЦР-РВ для выявления ДНК M. dispar (n = 3)
Table 1 
Threshold cycle (Ct) values of optimized real-time polymerase chain reaction 
temperature-time profile for M. dispar DNA detection (n = 3)

Стадия реакции Темпе-
ратура Продолжительность Количество 

циклов

Среднее 
значение 

Ct ± SD 

1-й режим

Прогрев 
реакционной смеси 95 °С 5 мин 1

25,46 ± 0,37Денатурация 95 °С 15 с
40Отжиг праймеров 

и элонгация 60 °C 60 с (измерение флуоресценции 
Green/FAM, Red/Cy5)

2-й режим

Прогрев 
реакционной смеси 95 °С 5 мин 1

26,30 ± 0,86
Денатурация 95 °С 10 с

40Отжиг праймеров 60 °С 20 с (измерение флуоресценции 
Green/FAM, Red/Cy5)

Элонгация 72 °С 20 с

3-й режим

Прогрев 
реакционной смеси 95 °С 5 мин 1

28,87 ± 0,15
Денатурация 95 °С 10 с

45Отжиг праймеров 58 °С 20 с (измерение флуоресценции 
Green/FAM, Red/Cy5)

Элонгация 72 °С 20 с

Рис. 1. Линейная зависимость результатов ПЦР-РВ при 
тестировании 10-кратных разведений ДНК генома M. dispar

Fig. 1. Linear correlation of real-time polymerase chain reaction results 
for 10-fold dilutions of the M. dispar genome DNA 
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В качестве положительного контрольного образ-
ца (ПКО) использовали плазмидную конструкцию, со-
держащую олигонуклеотидную последовательность 
участка генома (с начальной концентрацией 2 × 107 ко-
пий/мкл) и специфичный участок генома M. dispar (це-
левой фрагмент). 

В качестве отрицательного контрольного образ-
ца (ОКО) и отрицательного контроля ПЦР (ОК) исполь-
зовали воду деионизированную, свободную от нуклеаз 
(«Евроген», Россия). 

Валидация. Валидационные параметры тест-
системы определяли согласно рекомендованному 
S. A. Bustin et al. руководству по публикации результатов 
разработки количественных ПЦР-РВ-протоколов [52]. 

Для установления специфичности разработанной 
ПЦР-РВ были протестированы образцы биологическо-
го материала, содержащие ДНК представителей рода 
Mycoplasma и  нуклеиновые кислоты вирусов и  бак-
терий, способных вызывать аналогичную патологию 
у КРС. Чувствительность тест-системы определяли, ис-
пользуя заведомо положительные пробы биологиче-
ского материала, содержащие ДНК M. dispar.

Предел обнаружения ДНК M. dispar (аналитическую 
чувствительность) разработанной тест-системы уста-
навливали, применяя ПКО, включающий ДНК M. dispar 
с начальной концентрацией 2 × 107 копий/мкл, каждое 
разведение исследовалось в 5 повторностях. 

Эффективность амплификации оценивали с помо-
щью серии последовательных 10-кратных разведений 
положительного образца биоматериала, содержащего 
ДНК M. dispar, в 3 повторностях и вычисляли согласно 
формуле:

Е = (101/slope − 1) × 100%,

где	 slope – это значение наклона линейной области 
зависимости Ct от логарифма концентрации кДНК-
матрицы.

Статистическую обработку полученных результатов 
осуществляли с помощью программы Microsoft Excel: 
рассчитывали средние значения и их стандартные от-
клонения  (±  SD), проводили регрессионный анализ 
и вычисляли коэффициенты вариации. Коэффициент 
вариации (CV) при оценке воспроизводимости и схо-
димости (повторяемости) не должен превышать 10%.

Анализ промежуточной прецизионности в условиях 
повторяемости (воспроизводимость) проводили с од-
ним образцом, который тестировали в 5 повторностях 
в течение трех постановок ПЦР-РВ (n = 15).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Впервые в  России в  ФГБУ  «ВНИИЗЖ» была разра-

ботана и валидировна тест-система на основе ПЦР-РВ 
с применением ВКО для выявления ДНК M. dispar. 

Использование ВКО значительно повышает до-
стоверность и точность результатов ПЦР, в том числе 
решает проблемы ингибирования. Комитет Американ-
ской ассоциации ветеринарных лабораторных диагно-
стов (AAVLD) рекомендовал, чтобы все внедряемые мо-
лекулярные диагностические тесты, которые проходят 
процедуру валидации, включали стратегию контроля 
ингибирования реакции, основанную на внутренней 
валидации для тестируемого образца, целевого вида-
хозяина и комбинации матриц проб [53]. 

Начальным этапом валидации тест-системы был 
подбор температурного профиля, при котором 
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Таблица 2 
Определение специфичности разработанной тест-системы на основе ПЦР-РВ 
для выявления ДНК M. dispar (n = 3) 
Table 2 
Specificity assessment of the developed real-time polymerase chain reaction kit 
for M. dispar DNA detection (n = 3) 

Генетический материал Штамм
Результат ПЦР-РВ, 

Green/FAM 
(ДНК M. dispar)

Результат 
ПЦР-РВ, Red/Cy5 

(ДНК ВКО)

Escherichia coli «ЕС-21» отр. +

Mannheimia haemolytica «№1412» отр. +

Pasteurella multocida «№1414» отр. +

Mycoplasma bovigenitalium ATCC № 19852 отр. +

Mycoplasma bovigenitalium изолят отр. +

Mycoplasma dispar ATCC № 27140 пол. +

Mycoplasma dispar изолят пол. +

Mycoplasma bovis ATCC № 25523 отр. +

Mycoplasma bovis «Калуга 2020» отр. +

Mycoplasma bovis изолят отр. +

Mycoplasma mycoides subsp. 
mycoides SC (MmmSC) «T1/44/ВНИИЗЖ» отр. +

Mycoplasma mycoides subsp. 
mycoides SC (MmmSC) Madugri-8 отр. +

Вирус парагриппа-3 КРС «ВГНКИ-4» отр. +

Респираторно-синцитиальный 
вирус КРС «Вологда/2020» отр. +

Вирус вирусной диареи КРС «NADL-ВНИИЗЖ» отр. +

Вода, свободная от нуклеаз – отр. +

отр. – ДНК M. dispar не выявлена (M. dispar DNA was not detected); пол. – ДНК M. dispar 
выявлена (M. dispar DNA was detected); «+» – ДНК ВКО выявлена (internal control sample 
DNA was detected).

Таблица 3 
Вариабельность значений порогового цикла Ct в ПЦР-РВ для M. dispar (n = 15)
Table 3 
Variability of real-time polymerase chain reaction Ct values for M. dispar (n = 15)

Номер 
постановки

Номер 
повторности

Полученное 
значение Ct

Среднее 
значение Ct

Стандартное 
отклонение (SD)

Коэффициент 
вариации (Cv, %)

I

1 27,09

26,74 0,22 0,82

2 26,76

3 26,51

4 26,68

5 26,64

II

1 27,41

27,36 0,18 0,66

2 27,50

3 27,54

4 27,13

5 27,20

III

1 26,58

27,00 0,34 1,26

2 26,93

3 27,32

4 27,38

5 26,77

Итого 27,03 0,25 0,91
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образцом, который тестировали в 5 повторностях в те-
чение трех постановок ПЦР (n = 15). 

Среднее значение порогового цикла (Ct) на протя-
жении трех постановок ПЦР-РВ варьировало от 26,74 
до 27,36 с разбросом стандартного отклонения  (SD) 
от 0,18 до 0,34. Коэффициент вариации составил 0,91% 
при максимальном допустимом значении  10%. При 
суммировании результатов трех постановок ПЦР-РВ 
среднее значение порогового цикла (Ct) и стандартно-
го отклонения было равно 27,03 и ± 0,25 соответствен-
но (табл. 3).

достигается максимальная аналитическая чувствитель-
ность и эффективность амплификации.

Оптимизация температурно-временного режима 
ПЦР-РВ проводилась с ранее выверенными концентра-
циями компонентов реакции для получения средних 
значений порогового цикла Сt. Результаты представ-
лены в таблице 1. 

Был определен следующий оптимальный темпера-
турно-временной режим ПЦР-РВ для выявления ДНК 
M. dispar: 5 мин при 95 °С (прогрев реакционной смеси), 
далее 40 циклов ПЦР, состоящих из денатурации ДНК 
в течение 15 с при 95 °С, отжига праймеров и элонгации 
кДНК в течение 60 с при 60 °С.

В результате проведенных испытаний продемон-
стрировано, что разработанная тест-система позволяет 
избежать ложноположительных результатов при тести-
ровании с генетическим материалом бактерий – воз-
будителей респираторных заболеваний КРС. Показано, 
что тест-система обладает 100%-й аналитической спе
цифичностью в отношении M. dispar (табл. 2), что выше, 
чем в исследовании J. B. W. J. Cornelissen et al., где спе
цифичность составила 98,2% [54]. Олигонуклеотиды 
также верифицировались по базе данных BLAST NCBI, 
при этом значимой гомологии ни с  одним из видов 
микоплазм не установлено, то есть олигонуклеотиды 
уникальны для генома M. dispar. 

Эффективность амплификации при постановке ре-
акции оценивали с помощью серии последовательных 
10-кратных разведений положительного образца, со-
держащего ДНК M. dispar. На основе полученных сред-
них значений порогового цикла каждого разведения 
эффективность амплификации  (Е) составила  99,01%, 
что оказалось более значительным по  сравнению 
с 97,49%-й эффективностью, продемонстрированной 
J. B. W. J. Cornelissen et al. при разработке одноплексной 
ПЦР [54]. Коэффициент детерминации (R2) при этом был 
равен 0,9832 (рис. 1).

Внутрилабораторную прецизионность в условиях 
воспроизводимости оценивали с учетом таких показа-
телей, как «персонал», «время» и «оборудование». Ис-
пытания осуществляли с использованием биологиче-
ского материала, содержащего и не содержащего ДНК 
M.  dispar. Проведенные исследования показали, что 
результаты выявления ДНК M. dispar с использовани-
ем разработанной тест-системы полностью совпадают 
с ожидаемым результатом и не зависят от показателей 
«время», «персонал» и «оборудование».

Оценку промежуточной прецизионности в услови-
ях повторяемости (сходимости) проводили с  одним 
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Таблица 4 
Аналитическая чувствительность (предел обнаружения) тест-системы ПЦР-РВ 
для выявления ДНК M. dispar 
Table 4 
Analytical sensitivity (detection limit) of the real-time polymerase chain reaction test 
kit for M. dispar DNA detection

Характеристика матрицы

Результат выявления ДНК M. dispar, 
повторность

Соответствие 
ожидаемому 
результату, %1 2 3 4 5

2 × 107 копий ДНК/мкл пол. пол. пол. пол. пол. 100

2 × 106 копий ДНК/мкл пол. пол. пол. пол. пол. 100

2 × 105 копий ДНК/мкл пол. пол. пол. пол. пол. 100

2 × 104 копий ДНК/мкл пол. пол. пол. пол. пол. 100

2 × 103 копий ДНК/мкл пол. пол. пол. пол. пол. 100

2 × 102 копий ДНК/мкл пол. пол. пол. пол. пол. 100

20 копий ДНК/мкл пол. пол. пол. пол. пол. 100

10 копий ДНК/мкл пол. пол. пол. пол. пол. 100

5 копий ДНК/мкл отр. пол. отр. пол. отр. 40

пол. – ДНК M. dispar выявлена (M. dispar DNA detected);  
отр. – ДНК M. dispar не выявлена (M. dispar DNA not detected).

Таблица 5 
Требования к результатам контролей после амплификации 
Table 5 
Requirements for the control results following amplification 

Контроль
Значение порогового цикла (Ct)

канал Green/FAM канал Red/Cy5

Отрицательный контроль ПЦР отсутствует отсутствует

Отрицательный контрольный образец «ОКО» отсутствует ≤ 35

Положительный контроль «M. dispar» ≤ 35 ≤ 35

Рис. 2. Кривые флуоресценции: A – канал Green/FAM (ДНК M. dispar); B – канал Red/Cy5 (ДНК ВКО)

Fig. 2. Fluorescence curves: A – Green/FAM channel (M. dispar DNA); B – Red/Cy5 channel (internal control sample DNA)

A B
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Установлено, что для разработанной тест-системы 
на основе ПЦР-РВ предел обнаружения ДНК M. dispar 
составляет 10 копий ДНК/мкл (100 копий ДНК/реакцию).

В исследованиях, проведенных L. McAuliffe et al., для 
дифференциации 32 видов микоплазм был использо-
ван денатурирующий градиентный гель-электрофорез 
(DGGE) продукта ПЦР 16S рибосомальной ДНК. Данный 
метод позволяет быстро идентифицировать многие 
виды микоплазм, для которых не существует специ
фичной ПЦР и которые выявляются с помощью куль-
туральных и  серологических тестов  [39,  40]. Однако 
артефакты, вносимые в ходе ПЦР или последующего 
DGGE-анализа, приводят к  искажению результатов 
при использовании этого метода для количественного 
анализа α-разнообразия или относительного обилия 
оперативных таксономических единиц [55].

Некоторые исследователи для выявления M. dispar 
в  пробах биологического материала использовали 
классическую ПЦР [31, 38, 56], однако ПЦР-РВ позволяет 
в режиме реального времени без использования гелей 
быстрее получить более точные результаты [57].

Анализ и интерпретация результатов. Ре-
комендуемые параметры ПЦР-анализа для каналов 
Green/FAM и Red/Cy5 тождественны: установка динами-
ческого фона, корректировка уклона, устранение вы-
бросов на 10%, линейная шкала и пороговое значение, 
которое составляет 0,05 (рис. 2). Результаты интерпре-
тируются на основании наличия или отсутствия пере-
сечения кривой флуоресценции с пороговой линией, 
что соответствует наличию или отсутствию на каналах 
Green/FAM и Red/Cy5 значений пороговых циклов ам-
плификации (Ct) в соответствующих графах таблиц ре-
зультатов, отображаемых амплификатором.

Результат ПЦР-РВ считают достоверным при условии 
получения корректных результатов для отрицатель-
ного контроля ПЦР, отрицательного контрольного об-
разца «ОКО» (контроль экстракции) и положительного 
контроля «M. dispar». Требования к контролям описаны 
в таблице 5.

Интерпретацию результатов для исследуемых об-
разцов необходимо проводить согласно требованиям, 
представленным в таблице 6.

С использованием разработанной тест-системы ис-
следовали 228 проб биоматериала, отобранного от КРС 
с клиническими признаками респираторной патологии, 
поступивших в ФГБУ «ВНИИЗЖ» в 2024 г. из 13 регио-
нов РФ. Результаты представлены в таблице 7. 

Установлено, что частота обнаружения ДНК M. dispar 
в образцах биоматериала составила 39,47%. Получен-
ные данные свидетельствуют о достаточно широком 
распространении M.  dispar среди КРС в  российских 
хозяйствах в 2024 г.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в результате проведенных исследо-

ваний были установлены основные валидационные 
параметры и доказана возможность применения тест-
системы «МИК-ДИСПАР ПЦР-РВ» (ФГБУ «ВНИИЗЖ») для 
выявления ДНК Mycoplasma dispar методом полиме-
разной цепной реакции в режиме реального времени, 
которая продемонстрировала высокую аналитическую 
специфичность и чувствительность, сходимость и вос-
производимость в  различных условиях проведения 
теста (диапазон коэффициента вариации: 0,66–0,91%). 
Эффективность амплификации  (E) составила 99,01%, 

На следующем этапе определяли предел обнаруже-
ния (аналитическую чувствительность) ДНК M. dispar, 
выделенной из  ряда 10-кратных последовательных 
разведений искусственно синтезированной после-
довательности ДНК, соответствующей специфичному 
участку в  геноме M.  dispar, с  исходной активностью 
2 × 107 копий ДНК/мкл. Каждое разведение исследова-
лось в 5 повторностях (табл. 4).
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Таблица 6 
Интерпретация результатов для исследуемых образцов
Table 6 
Interpretation of the results for the tested samples

Значение порогового цикла (Ct)
Результат

канал Green/FAM (ДНК M. dispar) канал Red/Cy5 (ВКО)

отсутствует ≤ 35 ДНК M. dispar не выявлена

≤ 35 определено или отсутствует ДНК M. dispar выявлена

> 35 ≤ 35 сомнительный1

отсутствует или > 35 отсутствует или > 35 недостоверен2

1 провести повторное исследование для соответствующих образцов начиная с этапа 
экстракции ДНК, при повторении результата считать, что ДНК M. dispar в образце выявлена 
(re-test relevant samples, starting from the DNA extraction stage, if the test yields the same 
results, it can be assumed that M. dispar DNA has been detected in the original sample);  
2 провести повторное исследование для соответствующих образцов начиная с этапа 
экстракции ДНК (re-test the relevant samples, starting from the DNA extraction stage).

Таблица 7 
Идентификация и выявление генома M. dispar в пробах биоматериала 
с использованием разработанной тест-системы в 2024 г.
Table 7 
Identification and detection of M. dispar genome in biological samples using 
the developed test kit in 2024

Регион

Смывы 
(назальные, трахеальные)

Патологический материал 
(стабилизированная кровь, кусочки 
легких, трахеи и лимфатических 
узлов, плевральная жидкость)

Общее 
количество 

проб

Количество 
положитель-

ных проб

Общее 
количество 

проб

Количество 
положитель-

ных проб

Воронежская область – – 52 0

Вологодская область – – 2 0

Владимирская область 12 10 24 4

Московская область 22 8 2 2

Нижегородская область 10 0 10 4

Чувашская Республика 10 10 – –

Краснодарский край –   2 0

Республика Татарстан 24 24 2 2

Рязанская область 10 0 4 4

Ярославская область – – 4 0

Республика Марий Эл – – 2 2

Оренбургская область 6 2 8 6

Самарская область 16 6 6 6

Итого 110 60 118 30

«–» – пробы для исследования из данного региона не поступали  
(samples from this region were not received for testing).
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а предел обнаружения – 100 копий ДНК/реакцию. Важ-
но отметить, что данные показатели являются ключе-
выми в объективной оценке качества тест-систем ПЦР. 

Использование экзогенного внутреннего контроль-
ного образца позволяет исключить ложноотрицатель-
ные результаты. С применением разработанной тест-
системы в 2024 г. ДНК M. dispar была выявлена в 39,47% 
исследованных проб, поступивших из разных регио-
нов РФ в ФГБУ «ВНИИЗЖ», что свидетельствует об акту-
альности диагностических исследований на обнаруже-
ние ДНК M. dispar. При этом внутренний контрольный 
образец служит индикатором этапа выделения и при-
сутствия возможных ингибиторов.

Следует отметить, что валидационная составляющая 
данного исследования может быть расширена за счет 
включения других родственных микоплазм, таких как 
M. bovirhinis, M. flocculare и М. ovipneumoniae, однако 
данные о выявлении указанных патогенов у крупного 
и мелкого рогатого скота на территории РФ отсутству-
ют. Более того, М. ovipneumoniae является возбудите-
лем микоплазменной пневмонии овец и коз, и риски 
его циркуляции среди КРС ничтожно малы [58, 59, 60]. 
Учитывая высокую специфичность олигонуклеотидов 
при использовании ресурса BLAST, тест-система может 
применяться для диагностических исследований КРС 
на выявление ДНК M. dispar.

Таким образом, данная тест-система может служить 
эффективным инструментом в ветеринарной лабора-
торной практике для выявления ДНК M. dispar в пробах 
биологического материала от КРС. 
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