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Аннотация Summary

Целью работы явилось установить диагностически значи-
мые концентрации ДНК мико- и уреаплазм при инфек-
циях родовых путей у беременных с клиническими при-
знаками урогенитальных инфекций, используя метод
ПЦР в режиме реального времени. Исследования прово-
дились в группе беременных с инфекциями родовых пу-
тей. В соскобах эпителиальных клеток из уретры и цер-
викального канала количественно определяли ДНК
Mycoplasma hominis и Ureaplasma urealyticum. Установле-
но, что диагностически значимой концентрацией ДНК
16S рРНК Mycoplasma hominis является 3,6х104 до
2,25х103 копий/мл, для ДНК 16S рРНК Ureaplasma
urealyticum является от 1,5х104 до 469 копий/мл. При
изучении взаимосвязи концентраций ДНК возбудите-
лей с наличием у беременных клиническими призна-
ками урогенитальных инфекций была выявлена стати-
стически значимая корреляция с тяжестью течения уро-
генитальной инфекции (р<0,05), выраженностью кли-
нических проявлений (р<0,05) и наличием осложнений
течения беременности у женщин (р<0,05).

The goal of the research: To find a diagnostically important
DNA mycoplasmas and ureaplasmas concentration using the
real-time PCR method in a group of pregnant women with
infections of the birth canal with the presence of clinical signs
of urogenital infections. The research was held in a group of
pregnant women with infections of the birth canal. DNA
Mycoplasmas hominis and Ureaplasmas urealyticum were
quantitatively determined from scrapes of epithelial cells
taken from the urethra and the cervical canal. It was
determined that the diagnostically important concentration
of DNA16S rRNA Mycoplasma hominis is from 3.6x104 to
2.25x103 copies/ml; diagnostically important concentration
of DNA 16S rRNA Ureaplasma urealyticum is from
1.5x104 to 469 copies|ml. When studying the DNA
pathogens correlation with signs of urogenital infections it
was discovered that a statistically important correlation with
the severity of the urogenital infections course (p<0.05),
the intensity of clinical presentations (p<0.05) and the
presence of complications of the pregnancy course
(p<0.05) (in the group of pregnant women).
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Проблема инфекции родовых путей у беременных
принадлежит к числу важнейших вопросов акушер-
ства. Инфекционные заболевания, возникающие во
время беременности женщин, обуславливают инфици-
рование родовых путей и плода, что приводит к ран-
ней детской смертности и возникновению пороков
развития, поэтому необходимо проведение целенап-

равленной диагностики для выявления инфекционных
процессов у беременных женщин [1, 2, 3].

Наиболее частой причиной развития патологии
течения беременности, родов являются различные ин-
фекции, в том числе следующие: герпетическая, хлами-
дийная, микоплазменная, цитомегаловирусная и их
сочетания, передающиеся главным образом половым
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путём, а также некоторыми онкогенными вирусными
инфекциями [3, 4].

Многие авторы связывают неблагоприятное тече-
ние беременности, приводящее к спонтанным абортам
или преждевременным родам с инфицированностью
урогенитального тракта женщин Ureaplasma
urealyticum, Mycoplasma hominis [5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12].

Отсутствие специфической клиники урогениталь-
ных инфекций часто маскирует эти заболевания дру-
гими диагнозами, что не позволяет своевременно на-
чать адекватную этиотропную терапию и способствует
быстрому распространению инфекций передающихся
половым путем в популяции [4, 13].

Наиболее чувствительным и специфическим мето-
дом клинической лабораторной диагностики возбуди-
телей инфекционных заболеваний является полиме-
разная цепная реакция (ПЦР), позволяющая выяв-
лять ДНК возбудителя непосредственно в биологичес-
ком материале [14, 15, 16, 17, 18]. Новой методикой в
молекулярной биологии является полимеразная цеп-
ная реакция (ПЦР) в режиме реального времени(Real-
Time PCR) которая позволяет проводить количествен-
ное измерение нуклеиновых кислот инфекционных
агентов в биологической пробе [16, 19, 20, 21, 22].

Сущность метода заключается в регистрации на-
копления продуктов реакции в реальном времени и
построении калибровочных кривых по реальным про-
цессам, происходящим в каждой конкретной анализи-
руемой пробе. Кинетика накопления продуктов амп-
лификации связана с исходным количеством матрицы,
что дает возможность точно оценить ее количество.
Интенсивность сигнала пропорциональна концентра-
ции конечного продукта [16, 19].

Цель исследования — установить диагностичес-
ки значимые концентрации ДНК мико- и уреаплазм
при инфекциях родовых путей у беременных с кли-
ническими признаками урогенитальных инфекций,
используя метод полимеразной цепной реакции в
режиме реального времени.

Материалы и методы
Исследования проводились в группе беременных с

клиническими проявлениями инфекции родовых пу-
тей. Средний возраст обследуемых был 30±5 лет. В ка-
честве материала для исследования у беременных ис-
пользовались соскобы эпителиальных клеток из урет-
ры и цервикального канала.

Весь технологический процесс ПЦР исследования
осуществлялся в трех основных процедур: пробо-
подготовки клинических образцов; проведения са-
мой полимеразной реакции, направленной на умно-
жение (амплификация) фрагментов ДНК биологи-
ческого возбудителя заболеваний, и детекция про-
дукта ПЦР, т.е. оценка результата.

В каждом клиническом образце традиционным
методом ПЦР качественно определяли наличие ДНК
Mycoplasma hominis и Ureaplasma urealyticum, исполь-
зуя диагностические наборы «Полимик», «Амплисенс»,
«Амплисенс Flu» для ПЦР в реальном времени (НПФ
«Литех» НИИ физико-химической медицины МЗ РФ,

НИИ эпидемиологии и микробиологии МЗ РФ, г.
Москва). Из соскобов эпителиальных клеток ДНК вы-
делялись сорбционным методом: адсорции на части-
цах двуокиси кремния в присутствии гуанидинатици-
аната натрия, отмывая этиловым спиртом. Амплифи-
кацию ДНК проводили в многоканальном амплифи-
каторе «Терцик МС2». Для оценки результатов ис-
пользовали трансиллюминатор Н-2 («Петротерм»,
Россия) с длиной волны 310 нм с применением ви-
деосистемы для регистрации гелей «Gel-Imager»
(«Петротерм», Россия) с помощью программы «Gel
Exploer» версия 1,0. Анализ результатов проводился
по внутренним контролям и контрольным образ-
цам, а также по количеству синтезированных пар
нуклеотидов, молекулярной массе и интенсивности
свечения фрагмента молекулы ДНК.

Для проведения количественного определения ДНК
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum методом
ПЦР в реальном времени исследования проводились с
образцах ДНК-позитивных по данным видам инфек-
ционных возбудителей.

На первом этапе проводилась подготовка проби-
рок с ПЦР-смесью-1, содержащей специфические
праймеры и нуклеотиды, раскапанные под воск. Размо-
раживали пробирку с ПЦР-смесью-3 (флуорестентная
метка) и тщательно перемешивали содержимое. Гото-
вили верхнюю ПЦР-смесь из расчета 7 мкл ПЦР-сме-
си-2 (буфер и Tag-полимераза) на одну реакцию. В
пробирки с ПЦР-смесью-1 на поверхность застывшего
воска раскапывали по 10мкл верхней ПЦР-смеси, ко-
торая не должна проваливаться под воск и смеши-
ваться с ПЦР-смесью-1. В готовые таким образом
пробирки вносили по 10 мкл ДНК-проб, выделенных
из клинических и контрольных биологических проб.
Ставили контрольные реакции амплификации: для
отрицательного контроля вместо ДНК-пробы вноси-
ли 10 мкл ДНК-буфера, а для положительного конт-
роля вносили 10 мкл ДНК-стандарта. Пробирки поме-
щали в ячейки ротора термоциклера «Rotor-Gene-
3000» («Corbet research», Австралия).

Детекция амплифицированной ДНК с проводи-
лась с использованием интеркалирующего красите-
ля-Sybr-Green I (SG), основанная на том, что флуо-
ресцентный сигнал от SG сравнительно низкий в его
свободном состоянии, однако сигнал значительно
увеличивался, когда SG встраивается в двух цепочеч-
ную молекулу ДНК.

Результаты и обсуждение
Для детекции SG флуоресценции использовали

FAM/Sybr (470/510 nm) канал. Флуоресцентный сигнал
увеличивался пропорционально с увеличением количе-
ства ампликона произведенного в каждом амплифи-
кационном цикле и использовался для количественно-
го определения ДНК. Так как Sybr-Green I не является
специфическим красителем и встраивается в любую
двух цепочечную молекулу ДНК, учет результатов ПЦР
проводился по анализу кривых плавления.

Положительные клинические образцы и поло-
жительные контроли имели на графике пики, поло-
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жение которых (температура плавления) зависело
от используемых тест-систем и результатов прохож-
дения ПЦР (таблица 1)

Отсутствие исследуемой ДНК приводило к отсут-
ствию пиков плавления. При наличии неспецифичес-
ких продуктов амплификации, праймеров-димеров и
т.д. наблюдались пики с другой температурой плавле-
ния, отличающейся от температуры плавления специ-
фических ампликонов.

Г. Я. Хулуп, С. А. Костюк, Н. А. Бадыгина, М. А. Исмаил

№ п\п Наименование возбудителя Диапазон, °С

1 Mycoplasma hominis 86–88

2 Ureaplasma urealyticum 78,5–81

Таблица 1.
Температура плавления ДНК для выявления Mycoplasma
hominis и Ureaplasma urealyticum

Для построения стандартной кривой была прове-
дена амплификация 2-кратного титрования ДНК-стан-
дарта 16S рРНК Mycoplasma hominis в диапазоне от
3,6х104 до 2,25х103 копий/мл и количественно проана-
лизирована в соответствии с рисунком 1.

Каждая из ДНК концентраций амплифицирова-
на была проамплифицирована в дублях вместе с
двумя «NTC». NTC реактив состоял из сложной
ДНК амплификационной смеси, где мишень ДНК-
стандарта заменена водой.

Корреляции между CT (значение цикла при ко-
тором пороговая линия и кривая амплификации
пересекается) и log10 концентрации копий 16S рРНК
Mycoplasma hominis в мл составила R2>0,98. Значе-
ние концентрации Mycoplasma hominis в биологи-

Рис. 1. Стандартная кривая корреляции между СT log10 концентраций копий ДНК-стандарта 16S рРНК
Mycoplasma hominis. Начальная концентрация ДНК-стандарта в диапазоне от 3,6х104 до 2,25х103 копий/мл.

ческом материале высчитывалось автоматически по
формуле: концентрация =10^(-0,261*СT+11,870)
(Рис.1).

Установлено методом ПЦР в режиме реально-
го времени, что диагностически значимой кон-
центрацией ДНК 16S рРНК Mycoplasma hominis
является 3,6х104 до 2,25х103 копий/мл, для ДНК
16S рРНК Ureaplasma urealyticum является от
1,5х104 до 469 копий/мл.

Для построения стандартной кривой была про-
ведена амплификация 2-кратного титрования ДНК-
стандарта 16S рРНК Ureaplasma urealyticum в диапа-
зоне от 1,5х104 до 469 копий/мл и количественно
проанализирована.

Каждая из ДНК концентраций амплифицирова-
на была проамплифицирована в дублях вместе с
двумя «NTC». NTC реактив состоял из сложной
ДНК амплификационной смеси, где мишень ДНК-
стандарта заменена водой.

Корреляции между CT (значение цикла при кото-
ром пороговая линия и кривая амплификации пере-
секается) и log10 концентрации копий ДНК 16S рРНК
Ureaplasma urealyticum в мл составила R2>0,98 в соот-
ветствии с рисунками 2, 3.
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Значение концентрации Ureaplasma urealyticum в
биологическом материале высчитывалось автоматичес-
ки по формуле: концентрация =10^(-0,227*СT+10,827).

Установлено, что диагностически значимой кон-
центрацией ДНК 16S рРНК Mycoplasma hominis явля-
ется 3,6х104 до 2,25х103 копий/мл.

При изучении взаимосвязи количества копий ДНК
возбудителей с наличием у беременных клиническими
признаками урогенитальных инфекций, с патологией
течения беременности была выявлена статистически
значимая корреляция с тяжестью течения урогени-
тальной инфекции (р<0,05), выраженностью клини-
ческих проявлений (р<0,05) и наличием осложнений
течения беременности у женщин (р<0,05).

Определено, что при наличии острого воспали-
тельного процесса урогенитального тракта у бере-
менных женщин концентрация ДНК 16S рРНК
Mycoplasma hominis превышает диагностически
значимую в 10–1000 раз, что является показателем
активности воспалительного процесса и может слу-
жить одним из показателей прогноза течения забо-
левания и фактором развития осложнений беремен-
ности, а также критерием инфицирования плода и
новорожденного ребенка.

Рис. 2. Стандартная кривая корреляции между СT log10 концентраций копий ДНК 16S рРНК Ureaplasma
urealyticum и ДНК Ureaplasma urealyticum биологических проб.

При ассоциациях Ureaplasma urealyticum и
Mycoplasma hominis концентрация ДНК 16S рРНК
Ureaplasma urealyticum превышал пороговое значе-
ние в 10–100 раз, что свидетельсвует об усилении па-
тологического (болезнетворного) действия, т.е. сум-
мации повреждающего эффекта этих возбудителей
при наличии микст-инфекции урогнитального
тракта. Достоверность различия результатов кон-
центрации ДНК 16S рРНК в группе с уреаплазменной
инфекцией в сравнении с группой с микоуреаплаз-
менной инфекцияей составляет 95%

При проведении ПЦР-исследований в группе бе-
ременных (n=30) на разных сроках гестации с ос-
ложнениями течения беременности (угроза невына-
шивания, ОАА, цервицит, кольпит, пиелонефрит)
сочетание Ureaplasma urealyticum с Mycoplasma
hominis отмечено в 53% случаев.

При проведении количественного определения
ДНК Ureaplasma urealyticum в группе с моно-уреаплаз-
менной инфекцией и в группе с выявленной мико-уре-
аплазменной инфекцие показано, что концентрация
ДНК Ureaplasma urealyticum в образцах в группе с мо-
ноинфекцией достоверно ниже (р<0,05), чем в группе
с микоуреаплазменной инфекцией (таблица 2).

№ п/п Группы обследованных Концентрация ДНК Ureaplasma
urealyticum (копий/мл)

1 Микоуреаплазменная инфекция (n=19) 97056±31580

2 Уреаплазменная инфекция (n=18) 11850±4304*

Таблица 2
Концентрация ДНК Ureaplasma urealyticum в группах с микоуреаплазменной и моноинфекцией

Ïðèìå÷àíèå: äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ â ñðàâíåíèè ñ ãðóïïîé ñ ìèêîóðåàïëàçìåííîé
èíôåêöèåé *-ð<0,05
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Таким образом, установлено, что диагностически
значимой концентрацией ДНК 16S рРНК Ureaplasma
urealyticum является от 1,5х104 до 469 копий/мл. Оп-
ределено, что при наличии воспалительного процесса
урогенитального тракта у беременных женщин с мо-
ноинфекцией концентрация ДНК 16S рРНК Ureaplasma
urealyticum не превышает диагностически значимую. В
то же время при ассоциациях Ureaplasma urealyticum
и Mycoplasma hominis концентрация ДНК 16S рРНК
Ureaplasma urealyticum превышает пороговое значе-
ние в 10–100 раз, что свидетельствует об усилении
патологического (болезнетворного) действия, т.е.
суммации повреждающего эффекта этих возбудите-
лей при наличии микст-инфекции урогенитального
тракта. Достоверность различия результатов кон-
центрации ДНК 16S рРНК в группе с уреаплазменной
инфекцией в сравнении с группой с микоуреаплаз-
менной инфекцияей составляет 95%.

При количественном определении уровня ми-
коплазменной нагрузки у 23 беременных на разных
сроках гестации с осложнениями беременности ми-
коплазменная нагрузка каждого образца была от
5,4х1044 до 2,7х107 копий/мл. Две пациентки с наи-
меньшей микоплазменной нагрузкой 5,4х104 и
8,0х104 копий/мл в сроке гестации 12 и 35 недель, со-
ответственно, находилась в стационаре по поводу
сохранениия беременности и в анамнезе имели эро-
зию шейки матки. У четырех пациенток с угрозой
преждевременных родов и с клиническими проявле-
ниями урогенитальных инфекций (кольпит, церви-
цит) микоплазменная нагрузка составляла от
1,0х105 до 7,0х105 копий/мл. Одна из пациенток с
концентрацией ДНК 16S рРНК Mycoplasma hominis
6,3х105 копий/мл в образце имела в анамнезе пиело-
нефрит. У трех женщин в послеродовом периоде,
дети которых имели диагноз внутриутробное инфи-
цирование, микоплазменная нагрузка составляла
3,4х105, 4х106 и 3,4х107 копий/мл. При обследовании
беременной на 17 неделе гестации с сепсисом и ДВС
синдромом микоплазменная нагрузка была доста-
точна высока 2,7х107 копий/мл.
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Таким образом, выявлено, что при сочетанном ин-
фицировании Ureaplasma urealyticum и Mycoplasma
hominis наблюдается активизация воспалительного
процесса урогенитального тракта, усиление тяжести
течения заболевания, развитие осложнений беремен-
ности и увеличение риска развития нфицирования
плода и новорожденного ребенка, что расширяет име-
ющиеся представления о патогенетических аспектах
мочеполовых инфекций, патологии течения беремен-
ности и роли Ureaplasma urealyticum и Mycoplasma
hominis в развитии урогенитальных заболеваний.

Выводы
1. Количественно с помощью ПЦР в режиме реаль-

ного времени (Real-Time PCR) установлены уров-
ни микоплазменной нагрузки при инфекциях ро-
довых путей у беременных женщин с клинически-
ми признаками урогенитальных инфекций.

2. Установлено, что при наличии острого воспали-
тельного процесса урогенитального тракта у бере-
менных женщин концентрация ДНК 16S рРНК
Mycoplasma hominis превышает диагностически
значимую в 10–1000 раз, что является показателем
активности воспалительного процесса и может слу-
жить одним из показателей прогноза течения забо-
левания и фактором развития осложнений бере-
менности, а также критерием инфицирования пло-
да и новорожденного ребенка.

3. Определено, что при наличии воспалительного
процесса урогенитального тракта у беременных
женщин с моноинфекцией концентрация ДНК 16S
рРНК Ureaplasma urealyticum не превышает диагно-
стически значимую концентрацию.

4. Выявлено, что при ассоциациях Ureaplasma
urealyticum и Mycoplasma hominis концентрацией
ДНК 16S рРНК Ureaplasma urealyticum превышал
пороговое значение в 10–100 раз, что свидетель-
ствует об усилении патологического (болезнетвор-
ного) действия, т.е. суммации повреждающего эф-
фекта этих возбудителей при наличии микст-ин-
фекции урогенитального тракта.
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