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Êîíòðîëü ÷èñòîòû êëåòî÷íûõ êóëüòóð ìåòîäàìè êëèíè÷åñêîé ÏÖÐ-äèàãíîñòèêè

Êóëüòóðû êëåòîê âûñøèõ îðãàíèçìîâ, îñîáåííî ÷åëîâåêà, âñå øèðå èñïîëüçóþòñÿ â ìåäèöèíå, ôàð-
ìàöåâòèêå è íàó÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ. Îñíîâíàÿ ïðîáëåìà êóëüòèâèðîâàíèÿ — íåëåòàëüíàÿ ñêðûòàÿ êîí-
òàìèíàöèÿ ìèêîïëàçìàìè, âèðóñàìè è ïîñòîðîííèìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè. Ìû ïðåäëàãàåì â êà÷åñòâå
äîñòóïíîãî è íàäåæíîãî ìåòîäà êîíòðîëÿ ÷èñòîòû êëåòî÷íûõ êóëüòóð èñïîëüçîâàíèå êîìïëåêòîâ
äëÿ ÏÖÐ, îôèöèàëüíî ïðèìåíÿåìûõ â êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêå. Ìû ïðîâåðèëè êîììåð÷åñêèìè äèà-
ãíîñòè÷åñêèìè ñèñòåìàìè äëÿ âûÿâëåíèÿ ïàïèëëîìàâèðóñîâ, ãåðïåñâèðóñîâ, àäåíîâèðóñîâ, Micoplasma
hominis è îáùåé áàêòåðèàëüíîé ìàññû 50 êëåòî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà. Êîíòàìèíàöèè â ïðîâåðåííûõ ëè-
íèÿõ íå îáíàðóæåíî. Äëÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé, â ãåíîìàõ êîòîðûõ ñîäåðæàòñÿ âñòðîåííûå ó÷àñòêè âè-
ðóñíîé ÄÍÊ, ïîäòâåðæäåíî ïðèñóòñòâèå íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ñîîòâåòñòâóþùèõ
âèðóñîâ. Ïðåäëàãàåìûå äèàãíîñòè÷åñêèå ñèñòåìû ìîæíî ýôôåêòèâíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ðóòèííîé ïðî-
âåðêè ÷èñòîòû êóëüòóð êàê äëÿ êà÷åñòâåííîãî âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîé êîíòàìèíàöèè, òàê è äëÿ êîëè÷åñò-
âåííûõ îöåíîê ñ ðàñ÷åòîì âèðóñíîé íàãðóçêè, ïîäîáíî òîìó êàê ýòî ïðàêòèêóåòñÿ â êëèíè÷åñêîé äèà-
ãíîñòèêå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êîíòàìèíàöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ÏÖÐ, ìèêîïëàçìû, ïàïèëëîìàâèðóñû, ãåð-
ïåñâèðóñû

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÖÐ-ÐÂ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ â ðåàëüíîì âðåìåíè,
HPV — Human papillomavirus, EBV — Epstein—Barr virus, CMV — Cytomegalovirus, AdV — Adenovirus,
HHV — Human herpes virus, ÎÁÌ — îáùàÿ áàêòåðèàëüíàÿ ìàññà, ÊÂÌ — êîíòðîëü âçÿòèÿ ìàòåðèàëà.

Êîíòàìèíàöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÿâëÿåòñÿ ïðîáëå-
ìîé, êîòîðàÿ âðÿä ëè ïåðåñòàíåò áûòü îñòðî àêòóàëüíîé â
îáîçðèìîì áóäóùåì è êîòîðàÿ òðåáóåò íåïðåðûâíûõ çà-
òðàò ñèë è âðåìåíè äëÿ êîíòðîëÿ ÷èñòîòû êóëüòóðû. Êîí-
òàìèíàöèÿ áûâàåò òðåõ âèäîâ — õèìè÷åñêàÿ (èîíàìè ìå-
òàëëîâ è ïåðåêèñåé, ïëàñòèôèêàòîðàìè, äåçèíôåêòàíòà-
ìè), ìèêðîáèîëîãè÷åñêàÿ (áàêòåðèÿìè, âèðóñàìè, èíîãäà
ïðî÷èìè ìèêðîñêîïè÷åñêèìè îðãàíèçìàìè) è êðîññ-êîí-
òàìèíàöèÿ äðóãèìè êëåòî÷íûìè êóëüòóðàìè. Ïðè ýòîì
îïàñíîñòü êîíòàìèíàöèè, êîòîðàÿ ïîäðàçóìåâàåò ïîòåðþ
êóëüòóðû, ïîëó÷åíèå ëîæíûõ ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû è óãðî-
çó çäîðîâüþ ïåðñîíàëà, ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà òðóäíî-
ñòè îïðåäåëåíèÿ êîíòàìèíàíòà. Äîëüøå äðóãèõ íåçàìå-
÷åííûìè è ïðîãðåññèðóþùèìè äî íåïîïðàâèìûõ âåëè-
÷èí ìîãóò îñòàâàòüñÿ êîíòàìèíàöèè ìèêîïëàçìàìè,
âèðóñàìè è èíûìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè.

Ïîÿâëåíèå ìåòîäà ÏÖÐ ÿâèëîñü ïðîðûâîì íå òîëüêî
â êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêå, íî è â îáëàñòè êîíòðîëÿ ÷èñ-
òîòû êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Ñêîðîñòü ìåòîäà ÏÖÐ ñðàâíèìà
ñ ìèêðîñêîïè÷åñêèìè ìåòîäàìè ïðè çíà÷èòåëüíî ìåíü-
øåé ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè ïîñëåäíèõ. Ïî
ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðàëüíûìè ìåòîäàìè ó ÏÖÐ íåñêîëüêî
íèæå ÷óâñòâèòåëüíîñòü, íî ìèêîïëàçìåííàÿ è âèðóñíàÿ
èíôåêöèè îáû÷íî äîâîëüíî áûñòðî äîñòèãàþò âûñîêîãî

òèòðà â êóëüòóðå, ïðåâûøàþùåãî ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÏÖÐ
ìèíèìóì íà òðè ïîðÿäêà.

Ê íåäîñòàòêàì ìåòîäà ÏÖÐ îòíîñÿò âîçìîæíîñòü
ñíèæåíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè èç-çà êîíòàìèíàöèè öåëåâûìè
ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ. Âîçìîæíû êîíòàìèíàöèÿ ïðîäóêòîì
àìïëèôèêàöèè (èç-çà íåïðàâèëüíîé îðãàíèçàöèè ïðî-
ñòðàíñòâà ëàáîðàòîðèè) è ïåðåêðåñòíàÿ êîíòàìèíàöèÿ
ÄÍÊ ìåæäó ïðîáàìè (èç-çà îøèáîê ïåðñîíàëà). Ñâåäåíèå
âåðîÿòíîñòè êîíòàìèíàöèè ÄÍÊ ê íóëþ âèäèòñÿ â âûïîë-
íåíèè àíàëèçîâ â ëàáîðàòîðèè, ñïåöèàëèçèðóþùåéñÿ íà
ìåòîäå ÏÖÐ. Â ñïåöèàëèçèðîâàííîé ëàáîðàòîðèè ïðî-
ñòðàíñòâî ñòðîãî ïîäåëåíî íà çîíû ïðîáîïîäãîòîâêè, àì-
ïëèôèêàöèè è äåòåêöèè ðåçóëüòàòîâ, à ïåðñîíàë èìååò
âûäåëåííîå âðåìÿ è ñðåäñòâà äëÿ ïîääåðæàíèÿ òðåáóåìî-
ãî äëÿ ÏÖÐ î÷åíü âûñîêîãî óðîâíÿ ÷èñòîòû ðàáî÷èõ
ìåñò.

Íàáîðû ðåàêòèâîâ ìåäèöèíñêîãî íàçíà÷åíèÿ èìåþò
ìàðêèðîâêó IVD («In vitro diagnostic») â îòëè÷èå îò íàáî-
ðîâ RUO è IUO («Research use only» è «Investigational use
only»). IVD-ïðîäóêò ïðîøåë ðåãëàìåíòèðîâàííóþ ïðîöå-
äóðó ïðîâåðêè íà ñîîòâåòñòâèå íîðìàì ÈÑÎ è ÃÎÑÒ (ñì.:
ÃÎÑÒ Ð 51352—2013, 2014; http: www.fda.gov/Medical-
Devices/DeviceRegulationandGuidance/GuidanceDocuments/
ucm253307.htm; ISO/TS 17822-1 : 2014, 2014). RUO- è
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IUO-ïðîäóêòû íå ïðîøëè ïðîâåðêó äëÿ IVD; ôîðìàëüíî
îíè íàõîäÿòñÿ íà ñòàäèè ðàçðàáîòêè è èñïûòàíèé. Äëÿ
ïðîèçâîäèòåëÿ äîñòàòî÷íî ïðîâåðêè òàêèõ íàáîðîâ íà
ïàíåëè ñèíòåòè÷åñêèõ èëè ðåêîìáèíàíòíûõ îáðàçöîâ.
Èìåííî ïîýòîìó â ëèòåðàòóðå ÷àñòî ìîæíî âñòðåòèòü
íàðåêàíèÿ íà êà÷åñòâî ýòèõ íàáîðîâ (Maass et al., 2011).
Êðîìå òîãî, íàáîðû ìåäèöèíñêîãî íàçíà÷åíèÿ ëó÷øå
åùå è òåì, ÷òî èç-çà áîëüøèõ îáúåìîâ èõ ïðîèçâîäñòâà
îáû÷íî èìåþò îòíîñèòåëüíî íåâûñîêóþ öåíó.

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïîêàçàòü âîçìîæ-
íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ïðèìåíÿåìûõ â êëèíè÷åñêîé äèà-
ãíîñòèêå ìåòîäîâ ïðîáîïîäãîòîâêè è ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ
äëÿ îïðåäåëåíèÿ íàëè÷èÿ ìèêîïëàçì, áàêòåðèé è âèðóñîâ
â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ. Ïðåäïîëàãàëîñü èñïîëüçîâàòü ðåàê-
òèâû, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ äèàãíîñòèêè in vitro â ìåäè-
öèíñêèõ, à íå èññëåäîâàòåëüñêèõ öåëÿõ, òàê êàê îíè ïðî-
õîäÿò áîëåå òùàòåëüíóþ ïðîöåäóðó ïðîâåðêè ïðè ãîñó-
äàðñòâåííîé ðåãèñòðàöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è, ïåðå÷èñëåííûå â òàáë. 1, ïî-
ëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïî-
çâîíî÷íûõ (ÐÊÊÊ Ï; Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â âèäå çàìîðîæåííîé ñóñïåíçèè, ñî-
äåðæàùåé äî 1 ìëí êë./ìë.

Ê ó ë ü ò ó ð û ì è ê î ï ë à ç ì Acholeplasma laidlawii
PG8 è Mycoplasma hominis H34 (Êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã)
âûðàùèâàëè â æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå Mycoplasma
Broth Base, ñîäåðæàùåé ñåëåêöèîííûå äîáàâêè Supple-
ment G (Oxoid, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è 0.1 % ãëþêîçû (äëÿ
A. laidlawii) èëè 0.1 % àðãèíèíà (äëÿ M. hominis). ×èñëî
ìèêîïëàçì â íàêîïèòåëüíûõ êóëüòóðàõ â ìîìåíò îêîí÷à-
íèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëî 1�109 (A. laidlawii) è
1�108 (M. hominis) êë./ìë.

Äëÿ âûäåëåíèÿ òîòàëüíîé ÄÍÊ 0.1—0.5 ìë êëåòî÷-
íîé ñóñïåíçèè (104—105 êëåòîê) öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
13 000 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí è àêêóðàòíî óäàëÿëè ñó-
ïåðíàòàíò, îñòàâëÿÿ â ïðîáèðêå íå áîëåå 20 ìêë (îñàäîê
ïëþñ æèäêàÿ ôðàêöèÿ).

Ñ ï î ñ î á û â û ä å ë å í è ÿ ò î ò à ë ü í î é Ä Í Ê. 1. Âû-
äåëåíèå íà ìèíè-êîëîíêàõ, PureLink Genomic DNA Mini
Kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, ÑØÀ). Ê îñàäêó
äîáàâëÿëè 200 ìêë áóôåðà PBS, 20 ìêë ðàñòâîðà ïðîòåè-
íàçû Ê è 20 ìêë ðàñòâîðà ÐÍÊàçû À, òùàòåëüíî ïåðåìå-
øèâàëè ñ ïîìîùüþ âîðòåêñà è èíêóáèðîâàëè 2 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äîáàâëÿëè 200 ìêë áóôåðà äëÿ
ëèçèðîâàíèÿ, âíîâü ïåðåìåøèâàëè, èíêóáèðîâàëè ïðè
55 °Ñ 10 ìèí, äîáàâëÿëè 200 ìêë ýòàíîëà è íåìåäëåííî
íàíîñèëè âåñü îáúåì ñìåñè íà ìèíèêîëîíêó. Ýëþèðîâàëè
íåñâÿçàâøèéñÿ ìàòåðèàë öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
13 000 îá/ìèí â òå÷åíèå 1 ìèí, êîëîíêó ïîñëåäîâàòåëüíî
ïðîìûâàëè äâóìÿ áóôåðíûìè ðàñòâîðàìè, ñîäåðæàùèìè
ãóàíèäèíõëîðèä è ýòàíîë â ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ (ïî
500 ìêë), è ýëþèðîâàëè ÄÍÊ 200 ìêë áóôåðà ÒÅ (10 ìÌ
Òðèñ-HCl è 1 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 8.0—9.0) ïðè òîì æå ðåæèìå
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ.

2. Âûäåëåíèå ïðîñòûì ñîðáåíòíûì ìåòîäîì (ïî:
Boom et al., 1990, c ìîäèôèêàöèÿìè). Ê îñàäêó äîáàâëÿëè
300 ìêë êîíöåíòðèðîâàííîãî ðàñòâîðà ãóàíèäèíòèîöèî-
íàòà è 20 ìêë âçâåñè äèàòîìîâîé çåìëè, òùàòåëüíî ïåðå-
ìåøèâàëè ñ ïîìîùüþ âîðòåêñà. Èíêóáèðîâàëè 10 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, êîðîòêî öåíòðèôóãèðîâàëè

âçâåñü, óäàëÿëè ñóïåðíàòàíò. Äâàæäû îòìûâàëè îñàäîê
1.25 ìë 70%-íîãî ýòàíîëà è ýëþèðîâàëè ÄÍÊ 100 ìêë áó-
ôåðà ÒÅ ïðè 60 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí.

3. Âûäåëåíèå ìåòîäîì òåðìîêîàãóëÿöèè. Äîáàâëÿëè
ê îñàäêó 200 ìêë ðåàêòèâà «ÏÐÎÁÀ-ÐÀÏÈÄ» (ÄÍÊ-Òåõ-
íîëîãèÿ, Ðîññèÿ) è âñòðÿõèâàëè íà âîðòåêñå â òå÷åíèå
10—20 ñ. Òåðìîñòàòèðîâàëè ïðîáèðêó ïðè 98 °Ñ â òå÷å-
íèå 20 ìèí è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 13 000 îá/ìèí â òå-
÷åíèå 2 ìèí. Ïîëó÷åííûé ñóïåðíàòàíò èñïîëüçîâàëè â
êà÷åñòâå èññëåäóåìîãî îáðàçöà ÄÍÊ äëÿ ïîñòàíîâêè ðå-
àêöèè àìïëèôèêàöèè.

Âñå âûäåëåííûå îáðàçöû ÄÍÊ õðàíèëè ïðè 4 °Ñ â òå-
÷åíèå 2 íåä, ïðè íåîáõîäèìîñòè áîëåå äëèòåëüíîãî õðà-
íåíèÿ — ïðè –20 °Ñ.

Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíûõ êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ èñ-
ïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðåïàðàòû: 1) áóôåð ÒÅ; 2) 20 ìêë
äåèîíèçîâàííîé âîäû, ïðîøåäøåé âñå ñòàäèè âûäåëå-
íèÿ ÄÍÊ ìåòîäîì òåðìîêîàãóëÿöèè; 3) 20 ìêë ÷èñòîé
ðîñòîâîé ñðåäû äëÿ âûðàùèâàíèÿ ìèêîïëàçì, ïðîøåä-
øèå âñå ñòàäèè âûäåëåíèÿ ÄÍÊ ìåòîäîì òåðìîêîàãó-
ëÿöèè; 4) 20 ìêë ñðåäû, â êîòîðîé áûëè ïîëó÷åíû êëå-
òî÷íûå ëèíèè (ñóïåðíàòàíò ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ),
ïðîøåäøèå âñå ñòàäèè âûäåëåíèÿ ÄÍÊ ìåòîäîì òåðìî-
êîàãóëÿöèè; 5) îáðàçöû ÄÍÊ èç ëåéêîöèòîâ çäîðîâûõ
ëþäåé, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì òåðìîêîàãóëÿöèè ñ ïîìî-
ùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ «ÄÍÊ-ýêñïðåññ êðîâü» (ÍÏÔ Ëè-
òåõ, Ðîññèÿ); 6) 20 ìêë äåèîíèçîâàííîé âîäû, ïðîøåäøåé
âñå ñòàäèè âûäåëåíèÿ ÄÍÊ ïðîñòûì ñîðáåíòíûì ìå-
òîäîì.

Ï î ë è ì å ð à ç í ó þ ö å ï í ó þ ð å à ê ö è þ â ð å à ë ü -
í î ì â ð å ì å í è (Ï Ö Ð - Ð Â) ïðîâîäèëè íà àìïëèôèêàòî-
ðå CFX96 (BioRad, ÑØÀ) ñî ñëåäóþùèìè ïàðàìåòðàìè
ðåàêöèè: ïåðâîíà÷àëüíûé ïðîãðåâ — 2 ìèí ïðè 95 °Ñ; äå-
íàòóðàöèÿ — 15 ñ ïðè 95 °Ñ, îòæèã è ñ÷èòûâàíèå — 30 ñ
ïðè 60 °Ñ, ñèíòåç — 40 ñ ïðè 72 °Ñ, 40 öèêëîâ. Èñïîëüçî-
âàëè ðåàêöèîííûå ñìåñè ïðîèçâîäñòâà ÍÏÔ Ëèòåõ (Ðîñ-
ñèÿ) äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ M. hominis, îáùåé áàêòåðèàëü-
íîé ìàññû (ÎÁÌ), CMV, HPV 16 è 18 ñ äèôôåðåíöèàöèåé
è áåç íåå. Êîëè÷åñòâåííûå çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ÎÁÌ
ïîëó÷àëè ïîñòðîåíèåì êàëèáðîâî÷íûõ ãðàôèêîâ çàâèñè-
ìîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÏÖÐ-ÐÂ îò êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ äëÿ
ïîñëåäîâàòåëüíûõ äåñÿòèêðàòíûõ ðàçâåäåíèé ïîëîæè-
òåëüíîãî êîíòðîëüíîãî îáðàçöà ñ êîíöåíòðàöèåé 106 êî-
ïèé â 1 ìë. Ðåàêöèîííûå ñìåñè ïðîèçâîäñòâà ÄÍÊ-Òåõ-
íîëîãèÿ (Ðîññèÿ) äëÿ îïðåäåëåíèÿ HPV 18 è 21-íîãî òèïà
HPV («HPV êâàíò-21»: òèïû 6, 11, 44, 16, 18, 26, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 è 82, êîëè÷åñò-
âåííûé àíàëèç ñ äèôôåðåíöèàöèåé) èñïîëüçîâàëè ñîãëàñ-
íî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ.

Ï Ö Ð ñ ý ë å ê ò ð î ô î ð å ò è ÷ å ñ ê î é ä å ò å ê ö è å é
ïðîâîäèëè íà àìïëèôèêàòîðàõ Òåðöèê (ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ,
Ðîññèÿ). Èñïîëüçîâàëè ðåàêöèîííûå ñìåñè ïðîèçâîäñòâà
ÍÏÔ Ëèòåõ (Ðîññèÿ) äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ M. hominis,
CMV, EBV, «HPV êîìïëåêñà» (òèïû 6, 11, 16, 18, 26, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67, 70 è 82 áåç äèôôåðåí-
öèàöèè) è ïðîèçâîäñòâà Ëàáîðàòîðèè ÈçîÃåí (Ðîññèÿ)
äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ AdV è HHV 6. Ðåàêöèè ïðîâîäèëè
ñîãëàñíî ïðîòîêîëàì ïðîèçâîäèòåëåé. Ýëåêòðîôîðåç ïðî-
âîäèëè â 1.8%-íîì ãåëå àãàðîçû è 50 ìÌ Òðèñ-àöåòàòíîì
áóôåðå, ñîäåðæàùåì 1 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 8.1—8.3. Ðàçìåð
ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ÏÖÐ ôðàãìåíòîâ ñîñòàâëÿë
220—780 ï. î. Ïëîùàäü ëóíêè äëÿ âíåñåíèÿ ïðîáû ñî-
ñòàâëÿëà 4.5 � 1 ìì, îáúåì âíîñèìîé ïðîáû — 15 ìêë,
äëèíà ïðîáåãà ëèäèðóþùåãî êðàñèòåëÿ áðîìôåíîëîâîãî
ñèíåãî — íå ìåíåå 35 ìì.
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Ò à á ë è ö à 1

Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ ìèêðîîðãàíèçìîâ â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ

Íîìåð
Ëèíèÿ
êëåòîê

Ïðîèñõîæäåíèå,
ïàòîëîãèÿ

Ñîäåðæàíèå âèðóñîâ
ñîãëàñíî îïèñàíèþà

Ôàêòè÷åñêîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊá

EBV HPVê HPV18 ÊÂÌ

1 293 Ïî÷êà ýìáðèîíà CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–,+), HPV18(–) — — — +

2 A-172 Ãëèîáëàñòîìà CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) — — — +

3 A-431 Ýïèäåðìîèäíàÿ êàðöèíî-
ìà

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

4 À549 Êàðöèíîìà ëåãêîãî CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

5 BT-20 Êàðöèíîìà ìîëî÷íîé æå-
ëåçû

ÍÄ — — — +

6 CCRF-SB Îñòðûé Â-ëèìôîáëàñò-
íûé ëåéêîç

CMV(–), EBV(+),â HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) + — — +

7 FRSN Êðàéíÿÿ ïëîòü ðåáåíêà ÍÄ — — — +

8 HeLa-S3 Öåðâèêàëüíàÿ êàðöèíîìà CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(+) — + + +

9 HeLaTK– Òî æå ÍÄ — + + +

10 HEp-2 Êàðöèíîìà, êîíòàìèíàíò
HeLa

HPV(+) — + + +

11 HepG2 Ãåïàòîöåëëþëÿðíàÿ êàð-
öèíîìà

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) — — — +

12 HL-60 Îñòðûé ìèåëîëåéêîç ÍÄ — — — +

13 HOS
(Te85clF5)

Îñòåîñàðêîìà » — — — +

14 HT-1080 Ôèáðîñàðêîìà òàçîâîé
êîñòè

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) — — — +

15 IMR32 Íåéðîáëàñòîìà áðþøíîé
ïîëîñòè

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

16 Jurkat Ò-êëåòî÷íûé ëåéêîç ÍÄ — — — +

17 K562 Õðîíè÷åñêèé ìèåëîëåé-
êîç

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

18 MG-63 Îñòåîñàðêîìà ÍÄ — — — +

19 MNNG-HOS » » — — — +

20 MOLT-3 Ò-êëåòî÷íûé ëåéêîç CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

21 MOLT-4 Òî æå CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

22 NAMALWA Ëèìôîìà Áåðêèòòà CMV(–), EBV(+), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) + — — +

23 NC-37 Ëèìôîìà Áåðêèòòà, êîí-
òàìèíàíò Raji

CMV(–), EBV(+),â HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) + — — +

24 Raji Ëèìôîìà Áåðêèòòà CMV(–), EBV(+),â HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) + — — +

25 RD Ýìáðèîíàëüíàÿ òàçîâàÿ
ðàáäîìèîñàðêîìà

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

26 RPMI-1788 Ëåéêîöèòû CMV(–), EBV(+),â HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) + — — +

27 RPMI-2650 Ïëîñêîêëåòî÷íàÿ êàðöè-
íîìà íîñîâîé ïåðåãî-
ðîäêè

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

28 SK-N-MC Íåéðîáëàñòîìà ìîçãà ÍÄ — — — +

29 SK-UT-1B Ìàòî÷íàÿ ìåçîäåðìàëü-
íàÿ ëåéîìèîñàðêîìà

» — — — +

30 SW-837 Ðåêòàëüíàÿ àäåíîêàðöè-
íîìà

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) — — — +

31 THP-1 Îñòðûé ìîíîöèòàðíûé
ëåéêîç

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) — — — +

32 U-251 MG Íåâðàëüíàÿ àñòðîöèòîìà CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) — — — +

33 U937 Ãèñòèîöèòàðíàÿ ëèìôîìà CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) — — — +

34 ZR-75-1 Êàðöèíîìà ìîëî÷íîé æå-
ëåçû

ÍÄ — — — +

35 M-Fet MSC Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè èç ìûøöû êî-
íå÷íîñòè ýìáðèîíà

» — — — +



×óâñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà ñîñòàâëÿëà 103—104 ãå-
íîì-ýêâèâàëåíòîâ/ìë.

Âñå ðåàêöèîííûå ñìåñè ïðîèçâîäñòâà ÍÏÔ Ëèòåõ ñ
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé èëè ÐÂ-äåòåêöèåé è «HPV
êâàíò-21» ïðîèçâîäñòâà ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ ñîäåðæàëè äî-
ïîëíèòåëüíûé êîìïëåêò ïðàéìåðîâ è çîíäîâ äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ ãåíîìíîé ÄÍÊ ÷åëîâåêà, òàê íàçûâàåìûé êîíòðîëü
âçÿòèÿ ìàòåðèàëà (ÊÂÌ). Äëÿ ïðîá, ñîäåðæàùèõ êëåòêè
÷åëîâåêà, ýòî ñëóæèëî êîíòðîëåì ïðîõîæäåíèÿ ðåàêöèè è
êîíòðîëåì íàëè÷èÿ ìàòåðèàëà â ïðîáå, äëÿ îòðèöàòåëü-
íûõ êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ è ïðîá ïðîêàðèîò — êîíòðî-
ëåì êîíòàìèíàöèè.

Âñå êà÷åñòâåííûå ðåàêöèè ïðîâîäèëè â äâóõ ïîâòî-
ðàõ è ó÷èòûâàëè òîëüêî â ñëó÷àå ñîâïàäåíèÿ äâóõ ðåçóëü-
òàòîâ. Â òàáë. 1 ïîëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò â ãðàôå «ÊÂÌ»
îçíà÷àåò, ÷òî âî âñåõ áåç èñêëþ÷åíèÿ ðåàêöèÿõ, ïîñòàâ-
ëåííûõ äëÿ äàííîé ëèíèè êëåòîê, ðåçóëüòàò ïî ÊÂÌ áûë
ïîëîæèòåëüíûì.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û ïîëó÷åíû îò ôèðì
Sigma-Aldrich (ÑØÀ), Merck, Gerbu (Ãåðìàíèÿ) è MP Bio-
medicals (ÑØÀ); íàêîíå÷íèêè, ïðîáèðêè, ïëàíøåòû è ïëåí-
êè äëÿ ÏÖÐ — îò ôèðì Sarstedt (Ãåðìàíèÿ) è Axygen (ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â 50 êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ïðåäîñòàâëåííûõ ÐÊÊÊ Ï,
áûëî ïðîâåðåíî íàëè÷èå ÄÍÊ ïàïèëëîìàâèðóñîâ òè-
ïîâ 16, 18 è êîìïëåêñà èç 18-òè òèïîâ áåç äèôôåðåíöèà-
öèè (HPVê), ãåðïåñâèðóñîâ EBV, CMV, HHV 6 è àäåíîâè-
ðóñà; ìèêîïëàçìû M. hominis è ïðîêàðèîò (ÎÁÌ). ÄÍÊ
HPV 16, CMV, HHV 6, AdV, M. hominis è äðóãèõ ïðîêàðè-
îò â ýòèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ íå îáíàðóæåíî. Äàííûå ïî
îñòàëüíûì àíàëèòàì ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1.

Ä Í Ê â è ð ó ñ î â â ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è ÿ õ. Êëåòî÷-
íûå ëèíèè åñòåñòâåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ èç çëîêà÷åñò-
âåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé ñîäåðæàò èíòåãðèðîâàííóþ
ÄÍÊ ïàïèëëîìàâèðóñîâ, ãåðïåñâèðóñîâ è äðóãèõ âèðó-
ñîâ. Íàïðèìåð, êëåòêè öåðâèêàëüíûõ êàðöèíîì SiHa, Ca
Ski è HeLa ñîäåðæàò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè HPV 16 è 18,
êëåòêè ëèìôîì Áåðêèòòà NAMALWA è Raji ñîäåðæàò ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè EBV, à HHV 6 àññîöèèðîâàí ñ ëèìôî-
ìàìè, ëåéêîçàìè, öåðâèêàëüíûìè íåîïëàçèÿìè è îïóõî-
ëÿìè ìîçãà (Parkin, 2006).

Èñêóññòâåííî èììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè
ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ââåäåíèåì âèðóñíûõ ãåíîâ. Âîç-
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Ò à á ë è ö à 1 (ïðîäîëæåíèå)

Íîìåð
Ëèíèÿ
êëåòîê

Ïðîèñõîæäåíèå,
ïàòîëîãèÿ

Ñîäåðæàíèå âèðóñîâ
ñîãëàñíî îïèñàíèþà

Ôàêòè÷åñêîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊá

EBV HPVê HPV18 ÊÂÌ

36 AsPC-1 Àäåíîêàðöèíîìà ïîäæå-
ëóäî÷íîé æåëåçû

ÍÄ — — — +

37 BT-474 Êàðöèíîìà ïðîòîêà ìî-
ëî÷íîé æåëåçû

» — — — +

38 CACO-2 Àäåíîêàðöèíîìà îáîäî÷-
íîé êèøêè

» — — — +

39 CAPAN-2 Àäåíîêàðöèíîìà ïîäæå-
ëóäî÷íîé æåëåçû

» — — — +

40 COLO
320HSP

Àäåíîêàðöèíîìà ñèãìî-
âèäíîé êèøêè

» — — — +

41 HS578T Êàðöèíîìà ïðîòîêà ìî-
ëî÷íîé æåëåçû

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) — — — +

42 HBL100 Êëåòêè ýïèòåëèÿ ìîëî÷-
íîé æåëåçû

ÍÄ — — — +

43 Hutu80 Àäåíîêàðöèíîìà äâåíàä-
öàòèïåðñòíîé êèøêè

» — — — +

44 KG-1 Îñòðûé ìèåëîëåéêîç CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(–) — — — +

45 MCF-7 Àäåíîêàðöèíîìà ãðóäè CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

46 MIA PaCa-2 Ïàíêðåàòè÷åñêàÿ êàðöè-
íîìà

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

47 PANC-1 Ïàíêðåàòè÷åñêàÿ ýïèòå-
ëèàëüíàÿ êàðöèíîìà

ÍÄ — — — +

48 PA-1 Òåðàòîêàðöèíîìà ÿè÷íè-
êà

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

49 RPMI-8226 Ïëàçìàöèòîìà, ìèåëîìà:
ëèìôîöèòû

CMV(–), EBV(–), HHV6(–), AdV(–), HPV18(ÍÄ) — — — +

50 FetMSC Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè èç êîñòíîãî ìîç-
ãà ýìáðèîíà

ÍÄ — — — +

Ï ð è ì å ÷ à í è å. HPVê — «HPV êîìïëåêñ» (HPV òèïû 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67, 70, 82 áåç äèôôåðåíöèàöèè).
à Â ãðàôå ñîáðàíà èíôîðìàöèÿ, êîãäà-ëèáî ïîëó÷åííàÿ êàêèì-ëèáî ìåòîäîì äèàãíîñòèêè äëÿ äàííîé ëèíèè êëåòîê (ïî ìàòåðèàëàì êîëëåêöèé
êëåòî÷íûõ êóëüòóð American Type Culture Collection (ATCC) è Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank (JCRB)): (–) — îòñóòñòâóåò, (+) —
ïðèñóòñòâóåò, (–,+) — ïðîòèâîðå÷èâûå äàííûå ïî ðàçíûì èñòî÷íèêàì, ÍÄ — íåò äàííûõ. á ÄÍÊ HPV 16, CMV, HHV 6, AdV, M. hominis è äðóãèõ
ïðîêàðèîò â ýòèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ íå îáíàðóæåíà. â Èíôîðìàöèÿ ïîëó÷åíà äëÿ ëèíèé êëåòîê â Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
ïîçâîíî÷íûõ (ÐÊÊ Ï; Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).



ìîæíî èíôèöèðîâàíèå èíòàêòíûìè âèðóñàìè, îáû÷íî
ïîëèîìàâèðóñîì SV40, ãèáðèäàìè SV40 ñ àäåíîâèðóñîì.
×àñòî ïðèìåíÿþò òðàíñôåêöèþ îòäåëüíûìè ãåíàìè âè-
ðóñîâ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçóþò, â ÷àñòíîñòè, ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòè AdV òèïîâ 5, 12 (Graham et al., 1977) è HPV òèïîâ
16, 18, 31, 33 è 35 (Schlegal, 1994). Íàïðèìåð, êëåòêè ïî÷-
êè ýìáðèîíà 293 áûëè ïîëó÷åíû â ðåçóëüòàòå òðàíñôåê-
öèè ÄÍÊ âèðóñà AdV 5.

Íàõîäÿùèåñÿ â êëåòêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ âè-
ðóñîâ ìîæíî äåòåêòèðîâàòü ìåòîäîì ÏÖÐ, ÷òî äàåò áûñò-
ðûé è ëåãêèé ñïîñîá êîíòðîëÿ ÷èñòîòû êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñàìè êëåòî÷íûå êóëüòóðû ÷óâñò-
âèòåëüíû ê çàðàæåíèþ âèðóñàìè. Ýòî ñâîéñòâî èñïîëüçó-
åòñÿ â èññëåäîâàòåëüñêèõ öåëÿõ (ïðèìåðîì ñëóæàò êëåòêè
À549 è HeLa). Íî ïðè ñïîíòàííîì çàðàæåíèè â ëàáîðàòî-
ðèè âîçíèêàþò îïàñíîñòü ïîòåðè êîëëåêöèîííîãî ìàòå-
ðèàëà è ñåðüåçíàÿ óãðîçà çäîðîâüþ ïåðñîíàëà (Ryan,
2008). Íàèáîëåå îïàñíû âíîâü ïîñòóïàþùèå â ëàáîðàòî-
ðèþ êóëüòóðû, îñîáåííî ïåðâè÷íûå. Èñòî÷íèêîì çàðàæå-
íèÿ ÷èñòûõ êóëüòóð ìîæåò ñòàòü è áîëüíîé ñîòðóäíèê,
òåì áîëåå ÷òî ðå÷ü èäåò î âèðóñàõ, ÷àñòî íå âûçûâàþùèõ
ó ÷åëîâåêà ÿðêîé êëèíè÷åñêîé ñèìïòîìàòèêè, òàêèõ êàê
àäåíîâèðóñû, ãåðïåñâèðóñû, äàæå ÂÈ× è âèðóñû ãåïàòè-
òà. Ïðèçíàííûì ìåòîäîì âûáîðà äëÿ èäåíòèôèêàöèè âè-
ðóñíîãî çàðàæåíèÿ ÿâëÿåòñÿ ÏÖÐ.

Ñàìûì ðàñïðîñòðàíåííûì òèïîì ïåðåêðåñòíîé êîí-
òàìèíàöèè êëåòî÷íûõ ëèíèé ÿâëÿåòñÿ çàðàæåíèå êëåòêà-
ìè HeLa, áûñòðîðàñòóùèìè è âûñîêîàäàïòèâíûìè (Ryan,
2008). Êëåòêè HeLa ñîäåðæàò ÷àñòü ãåíîìà HPV 18,
âñòðîåííóþ â èõ ÄÍÊ. Ïåðåêðåñòíóþ êîíòàìèíàöèþ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé ìîæíî êîíòðîëèðîâàòü, ïðîâåðÿÿ íàëè÷èå
HPV 18 â êëåòêàõ ìåòîäîì ÏÖÐ.

Èñïîëüçóÿ íàáîðû ðåàãåíòîâ äëÿ êëèíè÷åñêîé äèà-
ãíîñòèêè, ìû ïîäòâåðäèëè íàëè÷èå ãåíîâ âèðóñîâ â âèðó-
ñîñîäåðæàùèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ åñòåñòâåííîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ: âèðóñà EBV â ëèíèÿõ ëåéêîöèòîâ CCRF-SB,
NAMALWA, NC-37, RAJI è RPMI-1788, âèðóñà HPV 18 â
ëèíèÿõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê HeLa-S3, HeLaTK– è HEp-2
(òàáë. 1). Â îñòàëüíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ãåíîâ 18-òè ïà-
ïèëëîìàâèðóñîâ (òèïû 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 67, 70 è 82), ãåðïåñâèðóñîâ CMV, EBV è
HHV 6 è àäåíîâèðóñà îáíàðóæåíî íå áûëî, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè çàðàæåíèÿ èìè êóëüòóð.
Â òðàíñôèöèðîâàííîé AdV 5 êëåòî÷íîé ëèíèè 293 àäåíî-
âèðóñà âûÿâëåíî íå áûëî. Èñïîëüçîâàííûé íàáîð ðåàêòè-
âîâ ïðåäíàçíà÷åí äëÿ âûÿâëåíèÿ êëèíè÷åñêè çíà÷èìûõ
òèïîâ. Â ïàòîëîãèè ÷åëîâåêà íàèáîëüøåå çíà÷åíèå èìåþò
ñåðîòèïû 3, 4, 7, 8, 14 è 21 (Berk et al., 2013). Èçâåñòíî,
÷òî ëèíèÿ 293 òðàíñôèöèðîâàíà ó÷àñòêîì E1 ÄÍÊ AdV
òèïà 5 (Graham et al., 1977). Âåðîÿòíî, íàáîðîì ðåàêòèâîâ
ìåäèöèíñêîãî íàçíà÷åíèÿ ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íå âû-
ÿâëÿåòñÿ.

Ãåíîìû ïàïèëëîìàâèðóñîâ â êëåòî÷íûé ãåíîì îáû÷-
íî âñòðàèâàþòñÿ íå ïîëíîñòüþ. Ïîòîìó äëÿ êëåòî÷íûõ
ëèíèé åñòåñòâåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ âàæíî, ÷òîáû äèà-
ãíîñòè÷åñêàÿ ñèñòåìà âûÿâëÿëà èìåííî âñòðàèâàåìûå
ó÷àñòêè. Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èìåííî ýòè ó÷àñòêè
è êëèíè÷åñêè ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå çíà÷èìûìè è ÷òî èìåí-
íî îíè äîëæíû áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ìèøåíåé
ïðè ïðîèçâîäñòâå ÏÖÐ-íàáîðîâ äëÿ êëèíè÷åñêîé äèàã-
íîñòèêè ïàïèëëîìàâèðóñîâ. Îäíàêî íà ïðàêòèêå âñòðàè-
âàåìûå ó÷àñòêè ìîãóò îêàçàòüñÿ âàðèàáåëüíûìè èëè
íåòèïîñïåöèôè÷åñêèìè. Òîãäà òðåáîâàíèÿì âûñîêîé
ñïåöèôè÷íîñòè è ÷óâñòâèòåëüíîñòè, ïðåäúÿâëÿåìûì ê
íàáîðàì êëèíè÷åñêîãî íàçíà÷åíèÿ, ñìîæåò îòâå÷àòü

òîëüêî äèàãíîñòè÷åñêèé íàáîð, âûÿâëÿþùèé ÄÍÊ èí-
òàêòíîãî âèðóñà.

Íà êëåòêàõ HeLa-S3 ìû ïðîâåðèëè 3 íàáîðà äëÿ äèà-
ãíîñòèêè HPV 16/18, íàáîð äëÿ äèàãíîñòèêè 18-òè òèïîâ
HPV áåç äèôôåðåíöèàöèè («HPV-êîìïëåêñ»), íàáîð äëÿ
êîëè÷åñòâåííîé äèàãíîñòèêè 21-íîãî òèïà HPV c äèôôå-
ðåíöèàöèåé «HPV êâàíò-21». Âñå ïåðå÷èñëåííûå íàáîðû
ïîçâîëÿëè âûÿâèòü íàëè÷èå ïàïèëëîìàâèðóñà â ëèíèè
HeLa-S3, à çíà÷èò, ðàçðàáîòàíû äëÿ âûÿâëåíèÿ
HeLa-èíòåãðèðîâàííûõ ó÷àñòêîâ HPV 18. Íàáîðîì «HPV
êâàíò-21» îñòàëüíûå 20 òèïîâ HPV íå îáíàðóæåíû. Ýòè
íàáîðû ïîäõîäÿò äëÿ êîíòðîëÿ ÷èñòîòû êëåòî÷íûõ ëèíèé
â ñâÿçè ñ âîçìîæíîé êîíòàìèíàöèåé êëåòêàìè HeLa.

Ñîãëàñíî ñõåìå èíòåãðèðîâàíèÿ HPV 18 â ãåíîì
HeLa, êëåòêè ñîäåðæàò ïîëíûå ó÷àñòêè E1, E6 è E7, à òàê-
æå ôðàãìåíòû ó÷àñòêîâ E2 è L1 ãåíîìà ïàïèëëîìàâèðóñà
(Adey et al., 2013). Ó÷àñòêè E6 è E7 ÿâëÿþòñÿ òèïîñïåöè-
ôè÷åñêèìè, ïîýòîìó èñïîëüçóþòñÿ â äèçàéíå ïðàéìåðîâ
è çîíäîâ äèàãíîñòè÷åñêèõ íàáîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ èíäè-
âèäóàëüíûå òèïû HPV âûñîêîãî êàíöåðîãåííîãî ðèñêà.
Ýòèì, âåðîÿòíî, îáúÿñíÿåòñÿ ñòàáèëüíîå âûÿâëåíèå HPV
18 â HeLa ïåðå÷èñëåííûìè âûøå íàáîðàìè äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ HPV 18 è 16/18. Ñêîðåå âñåãî, ýòè íàáîðû âûÿâëÿþò
ôðàãìåíòû îäíîãî è òîãî æå ó÷àñòêà ÄÍÊ HPV 18, ÷òî
ïîäòâåðæäàåòñÿ ïåðåêðåñòíîé àìïëèôèêàöèåé àìïëèêî-
íîâ.

Â ñëó÷àå íàáîðîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ öåëûõ ôèëîãåíåòè-
÷åñêèõ ãðóïï HPV (âûáîðêà ïî ñòåïåíè îíêîãåííîãî ðèñ-
êà, ëîêàëèçàöèè â îðãàíèçìå è ïð.) ïðîèçâîäèòåëè íàáî-
ðîâ ìîãóò èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ìèøåíè ó÷àñòêè E2 è
L1. Ê ïðèìåíåíèþ òàêèõ íàáîðîâ äëÿ ïðîâåðêè ÷èñòîòû
êëåòî÷íûõ ëèíèé, â ÷àñòíîñòè èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ êëå-
òîê HeLa, ñëåäóåò ïîäõîäèòü ñ îñòîðîæíîñòüþ. Íàì èçâå-
ñòíû êàê ìèíèìóì äâà íàáîðà äâóõ ïðîèçâîäèòåëåé äëÿ
äèàãíîñòèêè öåëîé ãðóïïû HPV, êîòîðûå íå âûÿâëÿþò
HPV 18 â êëåòêàõ HeLa. Îäíàêî íàáîðû ïðîèçâîäñòâà Ëè-
òåõ äëÿ äèàãíîñòèêè 18 òèïîâ HPV è HPV 16/18 áåç äèô-
ôåðåíöèàöèè ïîäõîäÿò äëÿ âûÿâëåíèÿ HPV 18, èíòåãðè-
ðîâàííîãî â ãåíîì êëåòîê HeLa.

«Â è ð ó ñ í à ÿ í à ã ð ó ç ê à» â ê ë å ò ê à õ. Çíà÷èìîñòü
ïàïèëëîìàâèðóñîâ â ðàçâèòèè îïóõîëåé äî ñèõ ïîð îá-
ñóæäàåòñÿ, îäíàêî îáùåïðèçíàí òîò ôàêò, ÷òî âûÿâëåíèå
ïàïèëëîìàâèðóñîâ ÿâëÿåòñÿ ñàìûì ÷óâñòâèòåëüíûì èç
ñóùåñòâóþùèõ ìåòîäîâ ðàííåé äèàãíîñòèêè íåîïëàçèé,
íåñìîòðÿ íà åãî íèçêóþ ñïåöèôè÷íîñòü. Â ñëó÷àå ïîëî-
æèòåëüíîãî ðåçóëüòàòà äèàãíîñòèêè HPV ñòåïåíü ðèñêà
ðàçâèòèÿ çëîêà÷åñòâåííîãî íîâîîáðàçîâàíèÿ â ñîâðåìåí-
íîé êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå ïðèíÿòî îöåíèâàòü íå òîëüêî
ïî òèïó âûÿâëåííîãî HPV, íî è ïî òàê íàçûâàåìîé âèðóñ-
íîé íàãðóçêå.

Âèðóñíàÿ íàãðóçêà èçìåðÿåòñÿ ÷èñëîì êîïèé âèðóñà â
1 ìë áèîëîãè÷åñêîé æèäêîñòè. Ýòî êîëè÷åñòâåííàÿ âåëè-
÷èíà, êîòîðàÿ ñòðîãî ìîæåò áûòü âû÷èñëåíà òîëüêî â
ñòàíäàðòèçîâàííîì îáðàçöå (íàïðèìåð, ÂÈ× â êðîâè èëè
ïëàçìå). Òî÷íîãî ìåòîäà èñ÷èñëåíèÿ äëÿ êëåòîê òêàíåé
íå ñóùåñòâóåò.

Îäíàêî â ðÿäå ïóáëèêàöèé äëÿ ïàïèëëîìà-âèðóñîâ
ââîäèòñÿ óñëîâíûé òåðìèí «âèðóñíàÿ íàãðóçêà», êîòîðûé
â êîíòåêñòå îçíà÷àåò îòíîøåíèå ÷èñëà âèðóñíûõ ÷àñòèö ê
÷èñëó êëåòîê õîçÿèíà. Ýòî îòíîøåíèå äëÿ êîíêðåòíîãî
ïàöèåíòà ìîæíî îöåíèòü ïî êîëè÷åñòâó â ïðîáå ÄÍÊ
HPV è ÄÍÊ êîíñåðâàòèâíîãî ãåíà ÷åëîâåêà ñ èçâåñòíîé
êîïèéíîñòüþ (îáû÷íî îïðåäåëÿåòñÿ ãåí áåòà-ãëîáèíà).
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî 1 åäèíèöà âèðóñà íà 100 êëåòîê ÷åëîâå-
êà — ýòî ïîðîã êëèíè÷åñêîé çíà÷èìîñòè, 1 åäèíèöà âèðó-
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ñà íà 1 êëåòêó — ïîðîã ïðîãðåññèè ðàçâèòèÿ íåîïëàçèè.
Ýòè öèôðû ïðèíÿòû ó ðîññèéñêèõ êëèíèöèñòîâ, õîòÿ íå
âïîëíå ïîäòâåðæäàþòñÿ äàííûìè ëèòåðàòóðû (Snijders
et al., 2006; Broccolo et al., 2009; Hesselink et al., 2009;
Constandiou-Williams et al., 2010; Íàçàðîâà è äð., 2013).
Â ýòîé ñâÿçè íàìè áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà «âèðóñíàÿ íà-
ãðóçêà» â êëåòêàõ öåðâèêàëüíîé êàðöèíîìû HeLa, ñîäåð-
æàùåé HPV 18.

Ó àâòîðîâ, èñïîëüçîâàâøèõ ó÷àñòîê L1 â êà÷åñòâå ìè-
øåíè äëÿ ÏÖÐ-âûÿâëåíèÿ HPV 18 â êëèíè÷åñêèõ îáðàç-
öàõ (Áàóýð è äð., 1999), äëÿ ëèíèè HeLa ïîëó÷åíû çíà÷å-
íèÿ 10—50 êîïèé ÄÍÊ HPV 18 íà êëåòêó. Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî ôðàãìåíò ó÷àñòêà L1 â õðîìîñîìå HeLa èìååò
áoëüøóþ êîïèéíîñòü, ÷åì ó÷àñòêè E6, E7 èëè E1 (Adey
et al., 2013). Ìû ïîëàãàåì, ÷òî â èñïîëüçîâàííûõ â íàøåé
ðàáîòå íàáîðàõ âûáðàíû ïîñëåäíèå ó÷àñòêè è ÷òî òàêîé
âûáîð ÿâëÿåòñÿ áîëåå ñîâðåìåííûì ââèäó èçâåñòíîé ñåé-
÷àñ ãåòåðîãåííîñòè ó÷àñòêà L1.

Â òàáë. 1 ïðèâåäåíû êà÷åñòâåííûå ðåçóëüòàòû ïî âû-
ÿâëåíèþ ïàïèëëîìà-âèðóñà òèïà 18. Ïðè êîëè÷åñòâåííîì
àíàëèçå äàííûõ ÐÂ-ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðîâ äëÿ
äèàãíîñòèêè HPV 16/18 ïðîèçâîäñòâà Ëèòåõ ïîëó÷åíû
ñëåäóþùèå óñðåäíåííûå ÷èñëà êîïèé íà 1 êëåòêó: äëÿ
êëåòîê HeLa-S3 — 2.2 êîïèè HPV 18, äëÿ HeLaTK– — 2.9,
äëÿ êîíòàìèíàíòà HeLa êëåòîê HEp-2 — 2.5 êîïèè. Èñ-
ïîëüçîâàííûå äèàãíîñòè÷åñêèå ñèñòåìû íå ðàññ÷èòàíû
íà îïðåäåëåíèå âèðóñíîé íàãðóçêè ñ òî÷íîñòüþ äî êîïèè
íà 1 êëåòêó, è ýòè öèôðû ïðèáëèçèòåëüíûå, óñðåäíåííûå
èç íå ìåíåå ÷åì 10 ïîñëåäîâàòåëüíûõ ïîâòîðîâ ðåàêöèè
äëÿ êàæäîé ëèíèè. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ
«âèðóñíîé íàãðóçêè» HPV ïðåäíàçíà÷åí íàáîð ïðîèçâîä-
ñòâà ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ «HPV êâàíò-21». Äëÿ ëèíèè He-
La-S3 ýòèì íàáîðîì ïîëó÷åíî çíà÷åíèå 4.3 êîïèè HPV 18
íà 1 êëåòêó. Òàêèì îáðàçîì, «âûÿâëåí ðèñê ðàçâèòèÿ íåî-
ïëàçèè», íî ðèñê, ïî ïðèâåäåííîé âûøå øêàëå «âèðóñíîé
íàãðóçêè», ìèíèìàëüíûé, íà ïîðîãå ïðîãðåññèè. Òàê êàê
êëåòêè HeLa ÿâëÿþòñÿ êëåòêàìè ñàìîé áåçóñëîâíîé çëî-
êà÷åñòâåííîé íåîïëàçèè â ìèðå, äàííûé ðåçóëüòàò ïîä-
òâåðæäàåò ñîìíåíèÿ ïî ïîâîäó èíôîðìàòèâíîñòè óíèâåð-
ñàëüíîãî ïîíÿòèÿ «âèðóñíàÿ íàãðóçêà» äëÿ ïàïèëëîìàâè-
ðóñîâ.

Èç ìíîãîëåòíèõ äàííûõ ÍÏÏ «Ëàáîðàòîðèÿ
ÄÍÊ-Äèàãíîñòèêè» ñëåäóåò, ÷òî äàæå ó ïåðâè÷íûõ ïàöè-
åíòîê ñ íåïîäòâåðæäåííûìè íîâîîáðàçîâàíèÿìè ÷àñòî
âñòðå÷àþòñÿ öèôðû 10, 100 è äàæå 1000 êîïèé HPV íà
1 êëåòêó. Ëîêàëüíî ÷èñëî êîïèé ìîæåò áûòü î÷åíü áîëü-
øèì, åñëè ó÷åñòü âûñîêóþ íåîäíîðîäíîñòü îïóõîëåâîé
òêàíè (Patel, 2016) è âîçìîæíîå íàëè÷èå ñâîáîäíûõ ÷àñ-
òèö âèðóñà. Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ HPV ãðóï-
ïû À7, ê êîòîðîé îòíîñèòñÿ HPV 18, íàì íå âñòðå÷àëèñü
çíà÷åíèÿ âûøå 50 êîïèé íà 1 êëåòêó, ÷òî óêàçûâàåò íà íå-
îáõîäèìîñòü îöåíêè îíêîëîãè÷åñêîãî ðèñêà äèôôåðåí-
öèðîâàííî äëÿ ðàçíûõ òèïîâ ïàïèëëîìàâèðóñîâ. Çíà÷å-
íèå, ïîëó÷åííîå íà ýòèõ æå äèàãíîñòè÷åñêèõ ñèñòåìàõ
äëÿ HeLa, äîïîëíèòåëüíî ïîäòâåðæäàåò íåîáõîäèìîñòü
ñíèæåíèÿ ïîðîãà çíà÷èìîñòè «âèðóñíîé íàãðóçêè» äëÿ
îòäåëüíûõ òèïîâ. Àíàëèç ãåíîìà HeLa ïîêàçàë, ÷òî ïðè
íåáîëüøîé êîïèéíîñòè HPV 18 ñûãðàë äðàìàòè÷åñêóþ
ðîëü â ïåðåðîæäåíèè êëåòîê áëàãîäàðÿ ñïåöèôè÷åñêîìó
âñòðàèâàíèþ â õðîìîñîìó, êîòîðîå ïðèâåëî ê àêòèâàöèè
êëåòî÷íîãî ïðîòîîíêîãåíà MYC è ìàêñèìàëüíîé ýêñïðåñ-
ñèè ñîáñòâåííûõ îíêîãåíîâ E6 è E7 (Adey et al., 2013).

×òî êàñàåòñÿ èñïîëüçîâàíèÿ «âèðóñíîé íàãðóçêè» â
äèàãíîñòèêå êëåòî÷íûõ ëèíèé ìåòîäîì ÏÖÐ, ýòîò ïîêàçà-
òåëü áåçóñëîâíî ìîæåò áûòü ïîëåçíûì.

Ïðè ÷óâñòâèòåëüíîñòè 1 ãåíîì-ýêâèâàëåíò/ìêë ìîæ-
íî êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëèòü ïðèìåñü HeLa â êóëüòóðå
êëåòîê, íå ñîäåðæàùèõ HPV 18, óæå ïðè ñîîòíîøåíèè 1
êëåòêà HeLa íà 1000 êëåòîê ïðîâåðÿåìîé êóëüòóðû, ÷òî
íåäîñòèæèìî íè îäíèì àëüòåðíàòèâíûì ìåòîäîì.

Âèðóñíàÿ íàãðóçêà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ
ëþáûõ äðóãèõ èíòåãðèðîâàííûõ â êëåòî÷íûå ëèíèè âè-
ðóñîâ — HPV 16, EBV è äð. Âîçìîæíî, îêàæåòñÿ, ÷òî äëÿ
ðàçíûõ ëèíèé, ñîäåðæàùèõ îäèí è òîò æå âèðóñ, «âèðóñ-
íàÿ íàãðóçêà» áóäåò îòëè÷àòüñÿ íà ïîðÿäêè, ÷òî ïîçâîëèò
ìåòîäîì ÏÖÐ ëåãêî ðàçëè÷àòü ýòè ëèíèè. Íàïðèìåð, èç-
âåñòíî, ÷òî íàáîðîì äëÿ êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêè
HPV 16, èñïîëüçóþùèì â êà÷åñòâå ìèøåíè ó÷àñòîê L1
ãåíîìà HPV, âûÿâëÿåòñÿ 1 êîïèÿ ÄÍÊ HPV 16 íà 1 êëåòêó
â ëèíèè SiHa è 500 êîïèé íà 1 êëåòêó â ëèíèè CaSki (Áàó-
ýð è äð., 1999).

Ä Í Ê ì è ê î ï ë à ç ì â ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è ÿ õ. Ìè-
êîïëàçìåííàÿ êîíòàìèíàöèÿ ÿâëÿåòñÿ, âîçìîæíî, ñàìîé
çíà÷èòåëüíîé òåõíîëîãè÷åñêîé ïðîáëåìîé ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè êëåòîê ýóêàðèîò in vitro. Â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ
çàðàæåííûìè îêàçûâàþòñÿ îò 15 äî 80 % êëåòî÷íûõ
êóëüòóð. ×èñëî êëåòîê ìèêîïëàçì áûñòðî äîñòèãàåò â çà-
ðàæåííîé êóëüòóðå êîëè÷åñòâ, 1000-êðàòíî ïðåâûøàþ-
ùèõ ÷èñëî êëåòîê êóëüòóðû — äî 108 êîëîíèåîáðàçóþ-
ùèõ ÷àñòèö â 1 ìë êóëüòóðû. Ïðè òàêîé ïëîòíîñòè ðîñòà
25 % îáùåãî áåëêà â êóëüòóðå êëåòîê è äî 15 % ÄÍÊ ìî-
æåò áûòü ìèêîïëàçìåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (McGarrity,
Kotani, 1985; Rottem et al., 2012). Òåì íå ìåíåå êîíòàìè-
íàöèÿ îñòàåòñÿ äëèòåëüíî íåçàìå÷åííîé è ïî ìîðôîëîãè-
÷åñêèì, è ïî êóëüòóðàëüíûì ïðèçíàêàì. Ýòî ñâÿçàíî ñ
òåì, ÷òî ìèêîïëàçìû ÿâëÿþòñÿ ñàìûìè ìåëêèìè ìèêðî-
îðãàíèçìàìè ñ ñàìûì ìàëåíüêèì ãåíîìîì è ïîòîìó ñ ðå-
äóöèðîâàííûì ìåòàáîëèçìîì. ×ðåçâû÷àéíî ìàëûå ðàç-
ìåðû è îòñóòñòâèå êëåòî÷íîé ñòåíêè ïîçâîëÿþò èì ïðî-
õîäèòü ÷åðåç ìåìáðàíû ïðè ñòåðèëèçàöèè ñðåä
ôèëüòðàöèåé è äîñòèãàòü âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé â êóëü-
òóðå, îñòàâàÿñü íåçàìå÷åííûìè ïðè ñâåòîâîé ìèêðîñêî-
ïèè. Ê òîìó æå àíîìàëüíàÿ òðåáîâàòåëüíîñòü ìèêîïëàçì
ê óñëîâèÿì êóëüòèâèðîâàíèÿ (ê ñîæàëåíèþ, õîðîøî
óäîâëåòâîðÿåìàÿ èìåííî óñëîâèÿìè êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð) ñîçäàåò òðóäíîñòè äëÿ âûÿâëåíèÿ èõ
êóëüòóðàëüíûìè ìåòîäàìè (Ryan, 2008; Áîðõñåíèóñ è äð.,
2016). Ìèêîïëàçìû êàê êîíòàìèíàíòû î÷åíü ïîõîæè íà
âèðóñû, íî â äåéñòâèòåëüíîñòè îíè îïàñíåå, ïîòîìó ÷òî â
îòëè÷èå îò âèðóñîâ â êóëüòóðå êëåòîê íå ÿâëÿþòñÿ
õîçÿèí-ñïåöèôè÷åñêèìè, ÷àñòî íå âíåäðÿþòñÿ â êëåòêó, à
êîíêóðèðóþò ñ íåé çà ïèòàòåëüíóþ ñðåäó. Êîíòàìèíàöèÿ
âèðóñàìè îáû÷íî çàêàí÷èâàåòñÿ ðàçðóøåíèåì êëåòîê è
ãèáåëüþ êóëüòóðû, à êîíòàìèíàöèÿ ìèêîïëàçìàìè ïîçâî-
ëÿåò êóëüòèâèðîâàòü êëåòêè äëèòåëüíîå âðåìÿ. Ïðè ýòîì,
àäàïòèðóÿñü ê ñîñóùåñòâîâàíèþ ñ ìèêîïëàçìàìè, êëåòêè
ìîãóò èçìåíÿòü ñâîé êàðèîòèï, ÷òî áûâàåò íåîáðàòèìî
äàæå ïîñëå ýëèìèíàöèè ìèêîïëàçì (Ïîëÿíñêàÿ, Åôðåìî-
âà, 2010).

Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ñïîñîáîì âûÿâëåíèÿ ìèêî-
ïëàçìåííûõ êîíòàìèíàöèé ñåãîäíÿ ÿâëÿåòñÿ ÏÖÐ (×åð-
íîâ è äð., 2014). Âîçìîæíî èñïîëüçîâàíèå âûñîêî-
÷óâñòâèòåëüíûõ ÎÒ-ÏÖÐ è «ãíåçäîâîãî» ÏÖÐ, îäíàêî ñ
ó÷åòîì îáû÷íî âûñîêîãî òèòðà ìèêîïëàçì â êëåòî÷íûõ
êóëüòóðàõ ïðîñòîé îäíîøàãîâûé âàðèàíò ÏÖÐ âïîëíå
ïðèåìëåì ñ òî÷êè çðåíèÿ íåîáõîäèìîñòè è äîñòàòî÷íî-
ñòè. Îí îòâå÷àåò êîíöåïöèè ýêñïðåññ-òåñòà, ò. å. ëåãêî
âûïîëíèì, ÷óâñòâèòåëåí, ñïåöèôè÷åí è ýêîíîìè÷åí.
ÏÖÐ-òåñò îäîáðåí ìåæäóíàðîäíûìè ýêñïåðòíûìè îðãà-
íèçàöèÿìè, è íà ìèðîâîì ðûíêå ïðåäñòàâëåíî áîëüøîå

104 À. Â. Ìîðîçîâà è äð.



êîëè÷åñòâî íàáîðîâ äëÿ òåñòèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð
íà ìèêîïëàçìû (Uphoff, Drexler, 2011).

Åùå áîëüøå íà ðûíêå íàáîðîâ äëÿ òåñòèðîâàíèÿ íà
ìèêîïëàçìû êëèíè÷åñêèõ ïðîá. Íàáîðû ìåäèöèíñêîãî
íàçíà÷åíèÿ, ó÷èòûâàÿ ïðåäúÿâëÿåìûå ê íèì ðåãëàìåíòè-
ðîâàííûå âûñîêèå òðåáîâàíèÿ è òèðàæíîñòü èõ âûïóñêà,
ðàçðàáàòûâàþòñÿ áîëüøèìè êîëëåêòèâàìè ïðîôåññèîíà-
ëîâ è ïðîâåðÿþòñÿ íà îãðîìíûõ ìàññèâàõ êëèíè÷åñêèõ
èçîëÿòîâ. Èõ èñïîëüçîâàíèå äëÿ äèàãíîñòèêè êîíòàìèíà-
öèè êóëüòóð ÿâèëîñü áû íåäîðîãèì èíñòðóìåíòîì çàâåäî-
ìî âûñîêîãî êà÷åñòâà.

Ê ñîæàëåíèþ, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ ñïåöèôè÷íîñòü â
îòíîøåíèè ïðèðîäíûõ õîçÿåâ, ìèêîïëàçìû îêàçûâàþòñÿ
íåñïåöèôè÷íûìè â îòíîøåíèè âèäà êëåòîê, èíôèöèðóå-
ìûõ in vitro. È â êóëüòóðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà, êîòîðûå ðàñ-
ñìàòðèâàþòñÿ â íàñòîÿùåé ðàáîòå, êàê è êëåòîê âñåõ ïðî-
÷èõ ýóêàðèîò, ÷àùå ðàçìíîæàþòñÿ ìèêîïëàçìû, íåàêòó-
àëüíûå äëÿ êëèíè÷åñêîãî àíàëèçà, íåïàòîãåííûå äëÿ
÷åëîâåêà. Áîëåå ÷åì â 95 % ñëó÷àåâ ýòî ñëåäóþùèå âèäû:
M. arginini, M. orale, M. hyorhinis, A. laidlawii, M. hominis,
M. salivarium è M. fermentans (McGarrity, Kotani, 1985;
Drexler, Uphoff, 2000; Rottem et al., 2012). Íàáîðîì êëè-
íè÷åñêîãî íàçíà÷åíèÿ èç ýòèõ âèäîâ ìîæíî îïðåäåëÿòü
òîëüêî M. hominis. Îñíîâíûå ïàòîãåíû ÷åëîâåêà (M. pne-
umoniae è M. genitalium) ïî÷òè íå âñòðå÷àþòñÿ â êóëüòó-
ðàõ êëåòîê (Uphoff, Drexler, 2013).

Îïðåäåëåíèå îñòàëüíûõ âèäîâ âîçìîæíî ëèáî íàáî-
ðîì äëÿ ÏÖÐ-îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ ìèêîïëàçì, ïðåäíàçíà-
÷åííûì äëÿ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé, ëèáî íàáîðîì äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ðèáîñîìíîé ÄÍÊ ïðîêàðèîò. Âòîðîé ñëó÷àé
ìû ðàññìîòðèì íèæå. ×òî êàñàåòñÿ íàáîðîâ äëÿ íàó÷íûõ
èññëåäîâàòåëåé, ýòî ëèáî ñëîæíûå ìóëüòèïëåêñíûå ñèñ-
òåìû ñ îãðîìíûì êîêòåéëåì îëèãîíóêëåîòèäîâ â îäíîé
ïðîáèðêå, ëèáî, íàïðîòèâ, ñèñòåìû ñ óíèâåðñàëüíûìè
ïðàéìåðàìè, âûÿâëÿþùèìè 60 âèäîâ ìîëëèêóò, êîòîðûì
ñîîòâåòñòâóþò ïðîäóêòû ÏÖÐ ðàçíîãî ðàçìåðà. Èçâåñòíî,
÷òî ìíîãîöåëåâàÿ ÏÖÐ òðåáóåò ãîðàçäî áîëüøèõ çàòðàò
ïðè ðàçðàáîòêå íàáîðîâ, ïîòîìó ÷òî äëÿ êàæäîé ìàòðèöû
è êàæäîãî êîìïëåêòà ïðàéìåðîâ è çîíäîâ óñëîâèÿ ïðèõî-
äèòñÿ ïîäáèðàòü îòäåëüíî è èõ îáû÷íî òðóäíî ñîâìåñ-
òèòü (Markoulatos et al., 2002). Ñ òî÷êè çðåíèÿ êëèíè-
÷åñêîé äèàãíîñòèêè âîçìîæíîñòü â îäíîé ïðîáèðêå ïðî-
àíàëèçèðîâàòü áîëüøîå êîëè÷åñòâî âîçáóäèòåëåé —
çàäà÷à çàìàí÷èâàÿ è ïðèîðèòåòíàÿ, ïîòîìó ÷òî â ìàñøòà-
áàõ êëèíè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèé ñîêðàùåíèå âðåìåíè ðàáî-
òû ïåðñîíàëà, çàãðóæåííîñòè îáîðóäîâàíèÿ, ðàñõîäà ëà-
áîðàòîðíîãî ïëàñòèêà èìååò ýêîíîìè÷åñêîå çíà÷åíèå è

ïîçâîëÿåò óñêîðèòü äèàãíîç. Îäíàêî ÏÖÐ-ñèñòåìû, îïðå-
äåëÿþùèå áîëåå òðåõ àíàëèòîâ â îäíîé ðåàêöèè, êîòîðûå
âûäåðæàëè èñïûòàíèÿ è äîïóùåíû ê èñïîëüçîâàíèþ â
ìåäèöèíñêîé äåÿòåëüíîñòè, íà îòå÷åñòâåííîì ðûíêå îò-
ñóòñòâóþò. Ñòîèìîñòü âûñîêîêà÷åñòâåííîé ìóëüòè-
ïëåêñíîé ñèñòåìû ñòàâèò ïîä ñîìíåíèå ðàöèîíàëüíîñòü
ïðèìåíåíèÿ åå â ðóòèííîé äèàãíîñòèêå. À â âîïðîñå êîí-
òðîëÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé ðå÷ü èäåò î ïîñòîÿííîì ìîíèòî-
ðèíãå âñåõ íàõîäÿùèõñÿ â ðàáîòå ëèíèé êëåòîê.

Ìû ïðîâåðèëè äâóìÿ íàáîðàìè äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ÄÍÊ M. hominis âîçìîæíîñòü âûÿâëåíèÿ ýòîé ìèêî-
ïëàçìû â êóëüòóðå êëåòîê. ÄÍÊ M. hominis áûëà âûäåëå-
íà èç ÷èñòîé êóëüòóðû ìèêîïëàçì è èç êóëüòóðû ìèêî-
ïëàçì â ñìåñÿõ ñ êëåòêàìè HeLa-S3 (107, 104 è 103 êëåòîê
M. hominis íà 105 êëåòîê HeLa-S3). Ðåçóëüòàòû ÷àñòè÷íî
ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2. Ïðèìåñü ýóêàðèîòíûõ êëåòîê íè-
êàê íå âëèÿëà íà âûÿâëÿåìîñòü M. hominis, ÷òî è ñëåäî-
âàëî îæèäàòü îò íàáîðîâ äëÿ äèàãíîñòèêè êëèíè÷åñêèõ
ïðîá. ÄÍÊ A. laidlawii, âûäåëåííàÿ èç ïðåïàðàòà, ñîäåð-
æàùåãî äàæå 109 êë./ìë, íàáîðàìè íà M. hominis íå âûÿâ-
ëåíà.

Ð è á î ñ î ì í à ÿ Ä Í Ê á à ê ò å ð è é â ê ë å ò î ÷ í û õ
ë è í è ÿ õ. Âûñîêèé óðîâåíü êîíñåðâàòèçìà ãåíîâ 16S
ÐÍÊ ïðîêàðèîò ïîçâîëèë ðàçíûì àâòîðàì ïðåäëîæèòü
óíèâåðñàëüíûå ïðàéìåðû äëÿ âûÿâëåíèÿ ìåòîäîì ÏÖÐ
ïðîêàðèîòíîé, â òîì ÷èñëå ìèêîïëàçìåííîé, ÄÍÊ íà
ôîíå çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâ ÄÍÊ ýóêàðèîòíûõ êëåòîê.
Ýòè ïðàéìåðû äàâíî óæå óñïåøíî îïðîáîâàíû íà êóëüòó-
ðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà (Æóëàíîâà è äð., 1993; Harasawa
et al., 1993; Veilleux et al., 1996; Ãîâîðóí, 1999). Íà èõ
áàçå ñóùåñòâóþò è ÏÖÐ-íàáîðû êëèíè÷åñêîãî íàçíà÷å-
íèÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÎÁÌ.

Ïðîáëåìà äèàãíîñòèêè ÎÁÌ ìåòîäîì ÏÖÐ — íàëè-
÷èå ñëèøêîì øèðîêîé «ñåðîé çîíû», êîòîðàÿ îõâàòûâàåò
îáëàñòü êîíöåíòðàöèé ìèêðîîðãàíèçìîâ îò 103—104 ãå-
íîì-ýêâèâàëåíòîâ/ìë è íèæå. Â ìåäèöèíñêîé äèàãíîñòè-
êå ýòî íå ÿâëÿåòñÿ îãðàíè÷åíèåì, ïîòîìó ÷òî àíàëèçèðó-
åòñÿ ýòîò ïîêàçàòåëü â ïðîáàõ ýïèòåëèàëüíûõ ñîñêîáîâ ñî
ñëèçèñòûõ, ãäå ó ÷åëîâåêà êîíöåíòðàöèÿ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 106 ãåíîì-ýêâèâàëåíòîâ/ìë.
Â ñëó÷àå äèàãíîñòèêè îáñåìåíåííîñòè êëåòî÷íûõ ëèíèé
òåîðåòè÷åñêè íåîáõîäèìî îïðåäåëÿòü ìåíüøèå êîíöåíò-
ðàöèè áàêòåðèé äëÿ âûÿâëåíèÿ íà÷àëüíûõ ñòàäèé çàðàæå-
íèÿ.

Ëîæíîïîëîæèòåëüíîå âûÿâëåíèå ïðàéìåðàìè íà 16S
ðÐÍÊ íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ìèêðîîðãàíèçìîâ ñâÿçàíî ñ
ïðàêòè÷åñêîé íåâîçìîæíîñòüþ ïîëíîãî îñâîáîæäåíèÿ

Êîíòðîëü ÷èñòîòû êëåòî÷íûõ êóëüòóð ìåòîäàìè êëèíè÷åñêîé ÏÖÐ-äèàãíîñòèêè 105

Ò à á ë è ö à 2

Âûÿâëåíèå ÄÍÊ ìèêðîîðãàíèçìîâ â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ

Îáðàçöû HPVê HPV 18 ÎÁÌ M. hominis ÊÂÌ

Mycoplasma hominis, 104 — — + + —

M. hominis, 103 — — — — —

Ñìåñü M. hominis, 104 + HeLa-S3, 105 + + + + +

Ñìåñü M. hominis, 103 + HeLa-S3, 105 + + — — +

Acholeplasma laidlawii, 104 — — + — —

A. laidlawii, 103 — — — — —

Ñìåñü A. laidlawii, 104 + HeLa-S3, 105 + + + — +

Ñìåñü A. laidlawii, 103 + HeLa-S3, 105 + + — — +

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÄÍÊ áûëà âûäåëåíà èç ÷èñòîé êóëüòóðû ìèêîïëàçì è èç êóëüòóðû ìèêîïëàçì â ñìåñè ñ êëåòêàìè HeLa-S3.



ðåàêòèâîâ äëÿ ðóòèííîé ðàáîòû îò ÄÍÊ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ. Èñïîëüçóåìàÿ â ÏÖÐ ïîëèìåðàçà ïîëó÷åíà èç áàêòå-
ðèé, ê òîìó æå íà ýòàïå âûäåëåíèÿ ÄÍÊ ïðèìåíÿþòñÿ ðå-
êîìáèíàíòíûå ôåðìåíòû è äðóãèå êîìïîíåíòû áèîëîãè-
÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Ìû ïðîâåðèëè íàáîðîì äëÿ âûÿâëåíèÿ ÎÁÌ ïðîáû
ÄÍÊ èç êëåòî÷íûõ ëèíèé, âûäåëåííûå ìåòîäîì òåðìî-
êîàãóëÿöèè, ïðîñòûì ñîðáåíòíûì ìåòîäîì è íà ìèíè-êî-
ëîíêàõ.

Äëÿ âñåõ îòðèöàòåëüíûõ êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ, ïî-
ëó÷åííûõ ìåòîäîì òåðìîêîàãóëÿöèè (ñì. ðàçäåë «Ìàòå-
ðèàë è ìåòîäèêà»), ñðåäíåå çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè ÎÁÌ
ñîñòàâëÿëî (1—2) � 103 ãåíîì-ýêâèâàëåíòîâ/ìë, íåçíà÷è-
òåëüíî óâåëè÷èâàÿñü â ðÿäó: ÷èñòûé ðåàêòèâ äëÿ âûäåëå-
íèÿ > ïðåïàðàòû ÄÍÊ èç ëåéêîöèòîâ > ñðåäû äëÿ âûðà-
ùèâàíèÿ è õðàíåíèÿ. Çíà÷åíèå 1 � 103 ïîëó÷åíî è ïðè ïî-
ñòàíîâêå ðåàêöèè ÏÖÐ ñ ÷èñòûì áóôåðîì ÒÅ â êà÷åñòâå
îáðàçöà. Òàêèì îáðàçîì, ôîíîâîå çíà÷åíèå, ïîðîã ñïåöè-
ôè÷íîñòè ñèñòåìû îïðåäåëåíèÿ ÎÁÌ ñîñòàâëÿåò 103 ãå-
íîì-ýêâèâàëåíòîâ/ìë. Ìû óñëîâèëèñü âû÷èòàòü ýòî çíà-
÷åíèå èç çíà÷åíèé, ïîëó÷åííûõ äëÿ èññëåäóåìûõ ïðîá,
ñ÷èòàÿ â ýòîì ñëó÷àå êîíöåíòðàöèþ ïðîêàðèîò â ïðîáå
ðàâíîé íóëþ.

Äëÿ âñåõ 50 ïðîâåðåííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïðè âûäå-
ëåíèè ÄÍÊ ìåòîäîì òåðìîêîàãóëÿöèè áûëî ïîëó÷åíî
ñðåäíåå çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè ÎÁÌ 2 � 103 ãåíîì-ýêâè-
âàëåíòîâ/ìë. Òàêèì îáðàçîì, áàêòåðèàëüíîé êîíòàìèíà-
öèè âî âñåõ 50 ëèíèÿõ íå îáíàðóæåíî.

Ïðè âûäåëåíèè ïðîñòûì ñîðáåíòíûì ìåòîäîì ñðåä-
íåå çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè ÎÁÌ äëÿ 5 ïðîâåðåííûõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé (òàáë. 1, ¹ 6—10) ñîñòàâëÿëî 4�104 ãå-
íîì-ýêâèâàëåíòîâ/ìë. Çíà÷åíèå 1�104 ãåíîì-ýêâèâàëåí-
òîâ/ìë ïîëó÷åíî è äëÿ îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëüíîãî
îáðàçöà, âûäåëåííîãî ýòèì ìåòîäîì, ò. å. ïîðîã ñïåöè-
ôè÷íîñòè ñèñòåìû îïðåäåëåíèÿ ÎÁÌ íóæíî ïîäíèìàòü
íà îäèí ïîðÿäîê, òàê êàê âî âñåõ ïðîáàõ ñ äèàòîìîâîé
çåìëè ñîäåðæèòñÿ äîïîëíèòåëüíî íåñêîëüêî äåñÿòêîâ êî-
ïèé ÄÍÊ ïðîêàðèîò â 1 ìë. Äèàòîìîâàÿ çåìëÿ ñîñòîèò èç
îêàìåíåëûõ îñòàíêîâ äèàòîìîâûõ âîäîðîñëåé. Íåêîòî-
ðûå âèäû áàêòåðèé (è, âîçìîæíî, àðõåé) â îêåàíàõ è îçå-
ðàõ ñïîñîáíû ðàçëàãàòü ýòè âîäîðîñëè (Bidle, Azam,
1999). È êîíå÷íî, ñàìà ïî ñåáå ìîðñêàÿ ñðåäà íåñòåðèëü-
íà. Äèàòîìîâàÿ çåìëÿ ïðè ïðîèçâîäñòâå îáðàáàòûâàåòñÿ
êèñëîòîé, íî ïðè êîíöåíòðàöèÿõ è çíà÷åíèÿõ ðÍ, êîòî-
ðûå, êàê âûÿñíèëîñü, íåäîñòàòî÷íû äëÿ ðàçðóøåíèÿ
ÏÖÐ-ïðèãîäíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Ïðè âûäåëåíèè íà ìèíèêîëîíêàõ ñðåäíåå çíà÷åíèå
êîíöåíòðàöèè ÎÁÌ äëÿ 20 êëåòî÷íûõ ëèíèé (òàáë. 1,
¹ 1—20) ñîñòàâëÿëî 6�105 ãåíîì-ýêâèâàëåíòîâ/ìë, ò. å.
ïðè âûäåëåíèè ýòèì ìåòîäîì ôîíîâîå çíà÷åíèå ÄÍÊ
ïðîêàðèîò ñàìîå âûñîêîå. Âûäåëåíèå íà ìèíè-êîëîí-
êàõ ÿâëÿåòñÿ ðàçíîâèäíîñòüþ ñîðáåíòíîãî ìåòîäà. Âûõîä
ÏÖÐ-âûÿâëÿåìîé ÄÍÊ, ïîëó÷åííîé íà êîëîíêàõ, â
10—100 ðàç ïðåâûøàë âûõîä ÄÍÊ, ïîëó÷åííîé ïðî-
ñòûì ñîðáåíòíûì ìåòîäîì èëè ìåòîäîì òåðìîêîàãó-
ëÿöèè. Áåçóñëîâíî, èç òðåõ âûáðàííûõ ìåòîäîâ ýòèì ìå-
òîäîì ïîëó÷àåòñÿ ÄÍÊ, ñàìàÿ ñâîáîäíàÿ îò ïðèìåñåé
áåëêà, ÐÍÊ è ïð. Òàêîå óëó÷øåíèå ïîêàçàòåëåé äîñòè-
ãàåòñÿ åìêîñòüþ ñîðáåíòà è ââåäåíèåì â ìåòîäèêó äâîé-
íîé ôåðìåíòíîé îáðàáîòêè. Ôåðìåíòíûå ïðåïàðàòû ìî-
ãóò áûòü èñòî÷íèêîì ÄÍÊ ïðîêàðèîò. Ñîñòàâ êðåìíåçåì-
íîãî ñîðáåíòà, èñïîëüçóåìîãî â êîëîíêàõ, íåèçâåñòåí è
ìîæåò áûòü ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Êðîìå òîãî,
äëÿ óâåëè÷åíèÿ òîâàðíîé ïðèâëåêàòåëüíîñòè ïðîèçâîäè-
òåëè íàáîðîâ äëÿ íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèõ ðàáîò ïðåä-

ëàãàþò òðàíñïîðòèðîâêó è õðàíåíèå âñåõ âõîäÿùèõ â íà-
áîð âîäíûõ ðàñòâîðîâ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ÷òî
íå ìîæåò ãàðàíòèðîâàòü îòñóòñòâèå áàêòåðèàëüíîãî ïðî-
ðîñòà.

Ïîòîìó äëÿ êîíòðîëÿ êîíòàìèíàöèè êëåòî÷íûõ ëè-
íèé áàêòåðèÿìè, âêëþ÷àÿ ìèêîïëàçìû, ìû âûáèðàåì ìå-
òîä âûäåëåíèÿ ÄÍÊ òåðìîêîàãóëÿöèåé (íàáîð «ÏÐÎ-
ÁÀ-ÐÀÏÈÄ» ïðîèçâîäñòâà ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ èëè àíàëî-
ãè÷íûé), êàê íàèáîëåå ñâîáîäíûé îò ôîíîâîé ÄÍÊ
ïðîêàðèîò, íàèáîëåå ïðîñòîé è äåøåâûé. Âîçìîæíî òàê-
æå óñîâåðøåíñòâîâàíèå ñîðáåíòíîãî ìåòîäà ïðîöåäóðà-
ìè ïðåäâàðèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ ïîðîøêà ñîðáåíòà îò
ïðèìåñåé ÄÍÊ.

Âûäåëåííóþ òàêèì îáðàçîì ÄÍÊ ðåêîìåíäóåì àíà-
ëèçèðîâàòü íàáîðîì äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÎÁÌ è ïðè ïîëó÷å-
íèè ðåçóëüòàòà âûøå ôîíîâîãî çíà÷åíèÿ (103 ãåíîì-ýêâè-
âàëåíòîâ/ìë) ïðîâåðÿòü åãî íàáîðàìè äëÿ âûÿâëåíèÿ ìè-
êîïëàçì, â òîì ÷èñëå íàáîðîì äëÿ âûÿâëåíèÿ M. hominis,
è (èëè) àëüòåðíàòèâíûìè ìåòîäàìè äèàãíîñòèêè ìèêî-
ïëàçì.

Ïðè óñëîâèè, ÷òî ïðè îïðåäåëåíèè ÎÁÌ â êëåòêàõ â
ïåðâóþ î÷åðåäü ñòàâèòñÿ öåëüþ âûÿâëåíèå ìèêîïëàçì, à
ýòè áàêòåðèè áûñòðî äîñòèãàþò â êóëüòóðå êëåòîê êîí-
öåíòðàöèè 106—108 êë./ìë, ñèñòåìà äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ÎÁÌ, îïðåäåëÿþùàÿ îò 104 êë./ìë è âûøå, ÿâëÿåòñÿ óäîâ-
ëåòâîðèòåëüíîé äëÿ ìîíèòîðèíãà ìèêîïëàçìåííûõ êîí-
òàìèíàöèé.

Â çàêëþ÷åíèå ñëåäóåò îãîâîðèòü ðÿä îãðàíè÷åíèé
ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðåäëàãàåìûõ ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ
ÄÍÊ è ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ äëÿ âûÿâëåíèÿ êîíòàìèíàöèè
êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Ðÿä êîìïîíåíòîâ ñðåä ìîãóò áûòü èíãèáèòîðàìè ïî-
ëèìåðàçû. Â îáùåì ñëó÷àå æåëàòåëüíî ïðîâîäèòü òùà-
òåëüíóþ îòìûâêó êëåòîê íèçêîñîëåâûì áóôåðîì ïåðåä
âûäåëåíèåì ìåòîäîì òåðìîêîàãóëÿöèè.

Ïîñëå ýëèìèíàöèè ìèêîïëàçì èç çàðàæåííîé êóëüòó-
ðû âîçìîæíû ëîæíîïîëîæèòåëüíûå ðåçóëüòàòû ÏÖÐ
èç-çà íàëè÷èÿ ÄÍÊ ïîãèáøèõ áàêòåðèé. Ïîýòîìó êîíò-
ðîëü çà èçëå÷åííîñòüþ êóëüòóðû îò ìèêîïëàçì æåëàòåëü-
íî ïðîâîäèòü íåñêîëüêèìè ìåòîäàìè.

Â êîíòðîëå çà ÷èñòîòîé êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñàìûì
ñëîæíûì ÿâëÿåòñÿ âûÿâëåíèå òðåõ âèäîâ êîíòàìèíà-
öèè — ìèêîïëàçìåííîé, âèðóñíîé è êðîññêîíòàìèíàöèè
äðóãèìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè. Ìåòîäîì âûáîðà äëÿ èõ
âûÿâëåíèÿ ñëóæèò ÏÖÐ. Íàèâûñøèì êà÷åñòâîì è äîñòóï-
íîé öåíîé îáëàäàþò íàáîðû ðåàêòèâîâ äëÿ êëèíè÷åñêîé
äèàãíîñòèêè ìåòîäîì ÏÖÐ. Ìû ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü
ýôôåêòèâíîãî ïðèìåíåíèÿ äîñòóïíûõ íà ðîññèéñêîì
ðûíêå êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ ìåäèöèíñêîãî íàçíà÷åíèÿ:
äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîé ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíà-
öèè — íàáîðîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÎÁÌ è M. hominis, äëÿ
âûÿâëåíèÿ âèðóñíîé êîíòàìèíàöèè è êðîññ-êîíòàìèíà-
öèè êóëüòóð — íàáîðîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ HPV, ãåðïåñâè-
ðóñîâ, àäåíîâèðóñà è ðåêîìåíäóåì èõ äëÿ ðóòèííîãî ìî-
íèòîðèíãà ÷èñòîòû êëåòî÷íûõ êóëüòóð.

Àâòîðû áëàãîäàðíû ðóêîâîäèòåëþ Áàíêà êëåòî÷íûõ
êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ Ã. Ã. Ïîëÿíñêîé, ñî-
òðóäíèêàì Îòäåëà êëåòî÷íûõ êóëüòóð è ëè÷íî À. Ñ. Ìó-
ñîðèíîé çà ïðåäîñòàâëåííûå ïðåïàðàòû êóëüòóð êëåòîê.
Àâòîðû ïðèçíàòåëüíû Î. Ý. Êðàñîâñêîé çà öåííûå çàìå-
÷àíèÿ ïî ïîâîäó ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÎÎÎ
ÍÏÏ «Ëàáîðàòîðèÿ ÄÍÊ-Äèàãíîñòèêè».

106 À. Â. Ìîðîçîâà è äð.
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Cell cultures of higher organisms, especially cultures of human cells, are increasingly used in medical,
pharmaceutical and scientific research. The main problem of cell cultures — non-lethal hidden contamination
by mycoplasmas, viruses and outsider cell lines. As an available and reliable method for monitoring the purity
of the cell cultures, we offer to use PCR kits designed and officially used in clinical diagnostics. We have tested
50 human cell lines using commercial diagnostic systems for detection of papilloma viruses, herpes viruses,
adenoviruses, Mycoplasma hominis and total bacterial mass. Contamination in tested cell lines was not found.
In the case of cell lines that contain integrated parts of viral genomes, the presence of the respective DNA sequ-
ences was confirmed. The proposed diagnostic systems can be effectively used to control the purity of cell li-
nes, for qualitative detection of possible contamination, as well as for quantitative evaluations with calculation
of viral load like it is practiced in clinical diagnostics.
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