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ПАТОГЕННЫЕ ДЛЯ ЧЕЛОВЕКА МИКРООРГАНИЗМЫ 

РОДА MYCOPLASMA 

 
Микоплазмы — гетерогенная группа микроорганизмов, которые 

являются самыми мелкими свободноживущими и способными к само-

репликации организмами. В соответствии с современной классификацией 

патогенные для человека мико-уреаплазмы относят к классу Mollicutes, 

порядку Mycoplasmatales, семейству Mycoplasmataceae, которое вклю-

чает микроорганизмы двух родов: Mycoplasma и Ureaplasma. К роду 

Mycoplasma принадлежат виды M. pneumoniae, M. genitalium, M. hominis, 

M. fermentas, которые являются патогенными для человека. К роду 

Ureaplasma относят вид U. urealyticum, который по результатам филоге-

нетического анализа делят на два биовара U. urealyticum и U. parvum. 

Каждый из биоваров включает в себя несколько серотипов: U. urealyticum — 

10 серотипов (2, 4, 5, 7–13), U. parvum — 4 серотипа (1, 3, 6, 14) [1, 5]. 

Микоплазмы — мельчайшие (0,15–0,30 мкм) среди прокариотов 

микроорганизмы, способные к самостоятельному метаболизму и репро-

дукции [7]. Малые размеры возбудителя обеспечивают тесное прилега-

ние к мембране клеток организма хозяина и облегчают внедрение мико-

уреаплазм в клетку, что обеспечивает им защиту от воздействия гумо-

ральных и клеточных факторов иммунной системы. Прикрепление 

к клетке макроорганизма позволяет возбудителю с помощью токсинов 

оказывать на нее повреждающей эффект, а непосредственный контакт 

усиливает эффективность воздействия, т. к. даже небольшие дозы ток-

сина достигают мишени [2, 4, 7, 12]. 

В процессе эволюции микоплазмы приспособились к сосущество-

ванию с клетками эукариот и являются факультативными паразитами 

человека. Для некоторых микоплазм получены данные о внутриклеточ-

ной локализации — M. pneumoniae, тогда как другие считаются обли-

гатно внеклеточными паразитами — M. genitalium. Однако в обоих слу-

чаях микоплазмы находятся в тесном контакте с мембранами клеток 

хозяина и способны активно вмешиваться в их метаболизм [8, 12]. 

В организме человека микоплазмы способны вызывать заболева-

ния респираторного и урогенитального трактов, активировать аутоим-

мунные процессы, быть причиной развития артрита, иммунодефицита, 

а также усиливать воспалительные реакции организма вирусной этиоло-

гии [2, 10, 11]. Внутриутробное инфицирование микоплазмами может 

приводить к различным нарушениям развития плода [3, 6, 9]. Развитие 

заболевания во многом зависит от «массивности» инфицирования орга-

низма, когда в эпитоп попадает патологически значимая концентрация 

микоплазм [6, 7, 13].  
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Колонизация различных эпитопов в организме человека мико-

плазмами не всегда приводит к развитию острого инфекционного про-

цесса, что некоторые исследователи интерпретируют как свидетельство 

об условнопатогенной природе возбудителя [3]. В то же время, в долго-

срочной перспективе, при развитии в макроорганизме нарушений им-

мунного статуса и/или гормонального профиля, изменений состава мик-

робиоценоза эпитопов, в которых персистенция микоплазм, приводят 

к активации микоплазменной инфекции с дальнейшим развитием пато-

логических процессов [1–3]. 

По данным различных эпидемиологических исследований, уровень 

инфицированности возбудителями микоплазменной природы довольно 

высок и составляет 15–60 % популяции. В то же время сложно оценить 

реальное количество инфицированных из-за довольно широкого рас-

пространения бессимптомного носительства микоплазм среди клиниче-

ски здоровых лиц, особенно при урогенитальном инфицировании. По-

этому микоплазменные инфекции относят к заболеваниям сложным 

с точки зрения диагностики и лечения, для которых характерно дли-

тельное, мало- или бессимптомное течение инфекционного процесса, 

а исчезновение симптомов инфекции не означает элиминации возбуди-

теля из организма [10–12].  

Следствием инфицирования микоплазмами могут быть как острый 

инфекционный процесс, так и длительная (иногда пожизненная) перси-

стенция микоплазм в организме. При этом явные признаки патологиче-

ских нарушений в макроорганизме могут отсутствовать, однако разви-

ваются изменения на клеточном и молекулярном уровнях, которые 

связаны с формированием иммунной дисфункции, накоплением про-

дуктов перекисного окисления липидов, угнетением системы антиокси-

дантной защиты, активацией гемокоагуляционного каскада, а также 

угнетением фибринолиза и угрозой развития синдрома диссеминиро-

ванного внутрисосудистого свертывания крови [2, 4, 7, 12]. 

Проблема терапии микоплазменных инфекций состоит в том, что 

возбудитель быстро приобретает резистентность к антибактериальным 

лекарственным средствам [3, 6, 9]. Это связано с наличием у микоплазм 

уникальных механизмов генетической трансформации, определяющих 

высокую скорость мутационного процесса и нестабильность их генома, 

вследствие частых перестроек ДНК, а также за счет механизмов опера-

тивной реорганизации генома у данного возбудителя [4, 7, 13]. 

Разрешение проблем подавления микоплазменных инфекций свя-

зывают с изучением молекулярных основ патогенеза персистенции этих 

микроорганизмов. Исследования механизмов взаимодействия мико-

плазм с организмом человека сдерживаются не только естественными 
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трудностями контроля молекулярных процессов в системе «паразит–

хозяин», но и особенностями биологии микоплазм.  

1. Одной из значимых проблем является персистенция микоплазм, 

т. е. процесс их длительного взаимодействия с организмом человека, 

что приводит к развитию латентной, хронической или медленной фор-

мы инфекционного процесса. Именно персистенция является основной 

формой существования микоплазм [2, 12, 13]. Наличие общих антиген-

ных детерминант у микоплазм и клеток организма человека, а также по-

явление комбинированных и новых антигенов в результате тесного 

межмембранного взаимодействия обеспечивают антигенную мимикрию 

микоплазм, являются причиной аутоиммунных реакций и отсутствия 

специфических защитных антител, которые способствовали бы элими-

нации возбудителя. Выживание микоплазм обеспечивается также широ-

кой внутривидовой иммунологической гетерогенностью, которая харак-

терна для многих видов возбудителя [4, 9, 12]. 

2. Проблемы персистенции микоплазм и их патогенности тесно 

связаны. Для микоплазменных инфекций человека характерно длитель-

ное сохранение и депонирование возбудителя в пораженных тканях, 

а также постоянное эндогенное реинфицирование организма. Мико-

плазмы способны ускользать от иммунного надзора организма-хозяина, 

в том числе посредством внутриклеточной локализации и превращения 

в малоактивные некультивируемые формы, характеризующиеся замед-

ленной метаболической активностью, что, безусловно, способствует 

уменьшению остроты реакций каскада патологических процессов в ор-

ганизме хозяина и формированию персистентного инфекционного про-

цесса [9, 11]. 

3. К факторам, которые способствуют персистенции микоплазм, 

относят и их способность, в силу тесного контакта патологического 

агента и клеток организма-хозяина, непосредственно воздействовать на 

метаболизм клеток макроорганизма (клетки слизистой оболочки, им-

мунной системы, форменные элементы крови) и на их генетический ап-

парат, приводя к нарушениям их структуры и функций [4, 7, 13].  

4. При хроническом течении микоплазменных инфекций микро-

биологическое выделение возбудителя затруднено из-за потери способ-

ности к автономному росту после паразитирования на клетках организ-

ма хозяина [7, 8, 12]. Наличие у микоплазм антигенов, перекрестно 

реагирующих с тканью хозяина, их присутствие в составе труднодо-

ступных иммунных комплексов ограничивают возможности серологи-

ческой детекции инфекционного агента, поэтому наиболее оптималь-

ным является применение метода ПЦР-диагностики для выявления 

инфекций, обусловленных микоплазмами [5, 6, 8, 13]. 
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РАЗДЕЛ 1 

MYCOPLASMA GENITALIUM 

 
ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

ВОЗ — Всемирная организация здравоохранения 

ГЭ/л — количество геномных эквивалентов на литр 

ДК233 — диеновые конъюгаты 

ДК278 — диенкетоны 

ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДС — диагностическая специфичность 

ДЧ — диагностическая чувствительность 

ИЛ-4 — интерлейкин 4 

ИЛ-8 — интерлейкин 8 

ИНФ-γ — интерферон гамма 

ИО — истинно отрицательный (результат) 

ИП — истинно положительный (результат) 

ИППП — инфекции, передаваемые половым путем 

ЛДГ — лактатдегидрогеназа 

ЛО — ложно отрицательный (результат)  

ЛП — ложно положительный (результат) 

ЛС — лекарственное средство 

МДА — малоновый диальдегид 

МИК — минимальная ингибирующая концентрация 

ОПМ — облигатно-патогенный микроорганизм 

ПОЛ — перекисное окисление липидов 

ПЦ– — предсказательная ценность отрицательного результата (теста) 

ПЦ+ — предсказательная ценность положительного результата (теста) 

ПЦР — полимеразная цепная реакция 

ПЦР-РВ — полимеразная цепная реакция в режиме реального времени 

РНК — рибонуклеиновая кислота 

УПМ — условно-патогенный микроорганизм 

УЭЗ — удельная экономия затрат 

ФНО-α — фактор некроза опухоли альфа 

ЭЗ — экономия затрат 

C. trachomatis — Chlamydia trachomatis 

Candida spp. — микроорганизмы рода Candida 
gap — glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (ген глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназы) 
M. genitalium — Mycoplasma genitalium 
M. hominis — Mycoplasma hominis 
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msrA — methionine sulfoxide reductase A (ген метионин сульфоксид 

редуктазы А) 
T. vaginalis — Trichomonas vaginalis 
TGF-β — transforming growth factor beta (трансформирующий фактор 

роста бета) 
Ur. urealyticum — Ureaplasma urealyticum 
Ureaplasma spp. — микроорганизмы рода Ureaplasma 

 

ВВЕДЕНИЕ 

 

Инфекции, передаваемые половым путем (ИППП), являются од-

ним из ключевых факторов, оказывающих влияние на репродуктивное 

здоровье населения (В. Г. Панкратов, 2019; МЗ Республики Беларусь, 

2013; В. П. Адаскевич и соавт., 2015). По данным Всемирной организации 

здравоохранения, Mycoplasma genitalium (M. genitalium) является само-

стоятельным этиологическим фактором ИППП. Распространенность 

инфекций урогенитального тракта, связанных с присутствием M. genita-

lium, по данным, полученным разными исследователями, колеблется 

в пределах от 4,5 % (S. Jorgen, 2018) до 25 % (D. Taylor-Robinson et al., 

2018) среди пациентов с негонококковым уретритом. Присутствие ин-

фекционного агента в урогенитальном тракте беременных женщин может 

приводить к возникновению осложнений течения беременности и родов 

(V. L. Short et al., 2010; H. Moi et al., 2019), инфицированию новорож-

денных (О. К. Кулага, 2018). Ранняя диагностика и эффективное лече-

ние инфекций, обусловленных M. genitalium, как среди беременных, так 

и у половых партнеров в ходе прегравидарной подготовки, являются 

основой формирования репродуктивной безопасности населения.  

Особенностью течения инфекций, обусловленных присутствием 

M. genitalium, является склонность к персистенции (D. Taylor-Robinson 

et al., 2010), при этом присутствие возбудителя в урогенитальном тракте 

пациентов приводит к развитию воспаления независимо от степени вы-

раженности клинических проявлений (В. И. Кисина и соавт., 2009), од-

нако механизмы формирования и течения, причины и последствия дли-

тельной персистенции этого инфекционного агента в урогенитальном 

тракте пока недостаточно изучены.  

Показано, что присутствие M. genitalium влияет на продукцию ци-

токинов и продуктов перекисного окисления липидов в клеточных 

культурах (C. L. McGowin et al., 2012). К тому же описаны изменения 

концентраций молекул межклеточной адгезии в крови пациентов, инфи-

цированных M. genitalium (М. Р. Анфилова, 2016). Это позволяет пола-

гать, что состояние биохимических и иммунологических процессов 
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в урогенитальном тракте пациентов во многом определяется механиз-

мами, лежащими в основе взаимодействия возбудителя и организма хо-

зяина на молекулярно-генетическом уровне. Изучение состояния мета-

болических процессов в урогенитальном тракте при инфицировании 

M. genitalium с особенностями в нуклеотидных последовательностях 

определенных участков генов, контролирующих формирование факто-

ров патогенности, будет способствовать раскрытию механизмов влия-

ния инфекционного агента на макроорганизм.  

Молекулярно-генетические особенности M. genitalium, обуслов-

ленные небольшим размером генома, существенно ограничивают био-

синтетические возможности возбудителя, что создает объективные 

трудности в разработке пригодной для культивирования микроорганиз-

ма питательной среды. Преодоление указанных сложностей возможно 

путем подбора сбалансированного состава среды и условий выявления 

и культивирования M. genitalium.  

Изменения содержания метаболитов окислительного стресса и им-

мунологических маркеров как на системном, так и на локальном уровнях 

в присутствии инфекционного агента напрямую связаны со степенью 

патогенного влияния, которое он оказывает на клетки организма-хозяина. 

Патогенный потенциал микроорганизмов, в свою очередь, обусловлен 

активностью генов, контролирующих формирование факторов виру-

лентности (С. А. Костюк и соавт., 2009). M. genitalium прикрепляется 

к клеткам эпителия посредством комплексной структуры, известной как 

органелла прикрепления (attachment organelle). Данная структура состо-

ит из цитоадгезинов и белков цитоадгезии, которые кодируются генами 

mg191 и mg192, входящими в состав MgPa оперона. Мутации в этих ге-

нах могут приводить к структурным изменениям в продуктах данных 

генов (О. В. Горшков, 2011), тем самым оказывая влияние на патоген-

ный потенциал возбудителя.  

Одним из механизмов, направленным на сохранение жизнеспособ-

ности возбудителя и поддержание его патогенных свойств, является 

синтез ферментов, обеспечивающих ему защиту от воздействия метабо-

литов окислительного стресса. Геном, контролирующим синтез фермен-

та, участвующего в формировании антиоксидантного потенциала 

M. genitalium, является ген msrA. Изучение генетических особенностей 

возбудителя позволит установить их влияние на свойства микроорга-

низма и его патогенный потенциал.  

Ввиду сложности культивирования M. genitalium затруднено опре-

деление устойчивости возбудителя к действию антибактериальных лекар-

ственных средств с использованием классических микробиологических 

методов исследования. Разработанные протоколы лечения инфекций, 
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обусловленных M. genitalium, предлагают использовать на выбор не-

сколько лекарственных средств из групп тетрациклинов и макролидов 

(И. Г. Шиманская и соавт., 2009). При этом выбор проводится эмпири-

чески, без учета возможной устойчивости возбудителя к назначаемому 

лекарственному средству.  

Основой лечения пациентов, страдающих ИППП, является назна-

чение антибактериальных лекарственных средств (Н. В. Соловей и со-

авт., 2015). В связи с этим перспективной оказывается разработка моле-

кулярно-биологических методов исследования, позволяющих быстро 

и достоверно определять наличие генетических маркеров устойчивости 

микроорганизмов к действию антибактериальных лекарственных 

средств. Решению этой актуальной задачи лабораторной службы и по-

священо одно из основных направлений настоящего исследования. 

Проведение исследований в указанных направлениях позволит 

существенно расширить существующие представления о патохимических 

механизмах развития патологического процесса, а также повысить эф-

фективность диагностики и лечения инфекции урогенитального тракта, 

обусловленной M. genitalium. 

 

 

ГЛАВА 1 

ИНФЕКЦИЯ УРОГЕНИТАЛЬНОГО ТРАКТА, 

ОБУСЛОВЛЕННАЯ MYCOPLASMA GENITALIUM 

1.1. РОЛЬ MYCOPLASMA GENITALIUM В ФОРМИРОВАНИИ 

ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ УРОГЕНИТАЛЬНОГО ТРАКТА 

Одним из этиологических факторов, лежащих в основе формиро-

вания воспалительных процессов урогенитального тракта, являются 

возбудители ИППП. Проблемы распространения, диагностики и лече-

ния инфекционных процессов, обусловленных возбудителями ИППП, 

значимы в таких областях медицины как урология, акушерство и гине-

кология, неонатология. ИППП являются одним из существенных факто-

ров, влияющих на репродуктивное здоровье взрослого населения и здо-

ровье новорожденных.  

По данным ВОЗ, ежедневно инфицирование возбудителями ИППП 

происходит у 1 миллиона человек [1]. По официальным данным Мини-

стерства здравоохранения за 2021 г., в Республике Беларусь, начиная 

с 1996 г., регистрируется постоянное снижение заболеваемости сифили-

сом, гонореей и хламидийной инфекцией [2, 3 с. 81, 5, 6]. Однако уро-

вень первичного выявления ИППП по-прежнему остается высоким. Со-
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гласно статистическим данным, в 2015 году в г. Минске было выявлено 

6073 случая ИППП, что составляет 320,8 случаев на 100 000 населения. 

Эти данные позволяют сделать вывод об увеличении количества случаев 

выявленных ИППП на 5,5 % по сравнению с аналогичным показателем за 

2011 г. Суммарный уровень заболеваемости ИППП по г. Минску ниже 

среднего аналогичного показателя по Республике на 5,3 % [3 с. 64, 7–9]. 

Наибольший процент выявления ИППП (до 70 % случаев) прихо-

дится на молодых людей в возрасте от 15 до 24 лет. А возникновение 

осложнений ИППП является основной причиной нарушения репродук-

тивной функции как у мужчин, так и у женщин [10]. Важную роль 

в распространении ИППП играют социальные факторы (возраст начала 

половой жизни, применение барьерных контрацептивов, количество по-

ловых партнеров и др.). В Республике Беларусь национальная стратегия 

в области ИППП ориентирована на усиление мер первичной профилакти-

ки среди населения, особенно среди молодых людей. Такой подход дол-

жен в будущем обеспечить снижение заболеваемости ИППП [10, 12–15]. 

Кроме отрицательного влияния, которое возбудители ИППП ока-

зывают на репродуктивное здоровье, необходимо отметить их негатив-

ное влияние на плод, а также возможность инфицирования новорож-

денных в течение беременности и в процессе родов [16 с. 285]. 

К возбудителям ИППП, согласно данным ВОЗ, относят более 

30 видов различных бактерий, вирусов и паразитов [1]. M. genitalium 

была впервые описана J. G. Tully и D. Taylor-Robinson в 1981 г. В соот-

ветствии с данными ВОЗ данный микроорганизм является самостоя-

тельным этиологическим фактором ИППП [17].  

В 2014 г. в УЗ «Городской клинический кожно-венерологический 

диспансер» г. Минска было зарегистрировано 839 случаев (48,3 случаев 

на 100 000 населения) микоплазмоза, вызванного M. genitalium. Следует 

отметить, что несмотря на общую тенденцию к снижению количества 

ИППП в Республике Беларусь, наблюдается рост количества выявляемых 

случаев инфицирования вирусами (вирус простого герпеса I и II типов 

(на 16,5 %), вирусов папилломы человека (16,4 %) и др.), а также возбу-

дителем бактериальной природы — M. genitalium (на 19,7 %) [3 с. 56]. 

Основной причиной увеличения количества выявляемых инфекций ви-

русной и микоплазменной этиологии является широкое внедрение мо-

лекулярно-биологических методов клинической лабораторной диагно-

стики для обнаружения данных возбудителей ИППП [18, 19]. 
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1.2. ПАТОГЕНЕЗ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ УРОГЕНИТАЛЬНОГО 

ТРАКТА, ОБУСЛОВЛЕННЫХ MYCOPLASMA GENITALIUM 

Выявление M. genitalium как этиологического фактора воспалитель-

ных процессов урогенитального тракта получило распространение после 

внедрения метода ПЦР в практику клинической лабораторной диагности-

ке. Именно данный метод позволил быстро и достоверно выявлять ДНК 

M. genitalium в биологическом материале пациентов [19–23, 24 с. 12]. 

Данные, полученные в ходе клинико-эпидемиологических наблюде-

ний и экспериментальных исследований, позволяют сделать заключение 

о самостоятельной этиопатогенетической роли М. genitalium в развитии 

воспалительных процессов урогенитального тракта мужчин (негонокок-

ковый уретрит) и женщин (аднексит, цервицит, кольпит) [25–30, 31, 34]. 

Результаты исследований влияния данного патогена на течение бе-

ременности, здоровье матери и плода немногочисленны и противоречивы 

[31–34]. Так, R. Edwards и соавт. установили связь между инфицирова-

нием беременных женщин M. genitalium и преждевременными родами 

[35]. В то же время V. L. Short и соавт. были проведены исследования, 

направленные на изучение влияния M. genitalium на течение беременно-

сти и установление связи перинатальной микоплазменной инфекции 

и самопроизвольного выкидыша. Авторами показано, что у беременных 

женщин с инфекцией, обусловленной M. genitalium, не увеличивается 

риск развития самопроизвольного выкидыша, однако у них чаще наблю-

дались нарушения репродуктивной функции по сравнению с таковыми 

у женщин контрольной группы [36]. Эти данные свидетельствуют 

о необходимости дальнейших научных исследований и установлении 

роли M. genitalium в репродуктивных нарушениях и влиянии на течение 

беременности, здоровье матери и ребенка.  

Инфекционные заболевания родовых путей, возникающие во вре-

мя беременности, обуславливают инфицирование плода, что приводит 

к увеличению ранней детской смертности и возникновению пороков 

развития, поэтому необходимо проведение целенаправленной диагно-

стики для выявления инфекционных процессов урогенитального тракта 

именно у беременных женщин [16, 29, 34, 37 с. 97, 38, 39].  

Антенатальный путь передачи инфекции при хламидиозе 

и уреаплазмозе подтвержден многими исследователями. В результате 

внутриутробного инфицирования хламидиями, уреаплазмами и сопут-

ствующими им микроорганизмами у новорожденных могут развиваться 

тяжелые поражения легких, сердца, почек, печени, желудочно-кишеч-

ного тракта, головного мозга и мозговых оболочек, конъюнктивиты, да-

криоциститы, отиты, вульвиты, уретриты, остеомиелиты, изменения 
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в общем составе крови, геморрагический синдром, врожденные пороки 

развития [17, 25, 39, 40].  

Распространенность инфекций урогенитального тракта, обуслов-

ленных присутствием M. genitalium, по данным, полученным разными 

исследователями, оценивается на уровне от 4,5 % [41] до 25 % пациен-

тов с негонококковым уретритом [42].  

Инфекции микоплазменной этиологии в большинстве случаев про-

текают с минимальными клиническими проявлениями и носят хрониче-

ский рецидивирующий характер [43–47]. Однако возможно и формиро-

вание острого инфекционного процесса, при котором возбудитель 

диссеминирует по организму [28, 45, 48 с. 242, 49 с. 14, 50–52].  

1.3. БИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ МИКОПЛАЗМ 

1.3.1. Характеристика обменных процессов и строения  

клеток Mycoplasma genitalium 

В соответствии с современной классификацией микоплазмы отно-

сят к классу Mollicutes, порядку Mycoplasmatales, семейству Mycoplas-

mataceas, включающему в себя два рода Mycoplasma и Ureaplasma [50, 

53 с. 423]. Mollicutes — это прокариоты, у которых отсутствует клеточ-

ная стенка [54]. Клетки Мollicutes содержат цитоплазму, в которой при-

сутствуют нуклеоид и рибосомы [55]. 

Размеры Мollicutes могут составлять от 0,1 до 0,45 мкм, что сбли-

жает их с крупными вирусами, однако как и все бактерии, данные мик-

роорганизмы содержат обе нуклеиновые кислоты — РНК и ДНК, а также 

способны к самостоятельному воспроизведению, и поэтому согласно 

одной из теорий их происхождения Мollicutes рассматривают как пере-

ходную ступень от вирусов к бактериям. Согласно другой теории Мol-

licutes — это регрессивная ветвь эволюции некоторых грамположитель-

ных бактерий и/или клостридий, а отсутствие у них клеточной стенки 

объясняется ее утратой в процессе эволюции [56 с. 144, 57].  

Ввиду отсутствия клеточной стенки ее функцию у микоплазм 

и уреаплазм берет на себя трехслойная цитоплазматическая мембрана, 

что обуславливает многообразие форм и изменчивость данных микро-

организмов. Состав мембраны у Мollicutes сходен с составом плазмати-

ческих мембран эукариотических клеток, в его основе белки, липиды, 

углеводные компоненты в виде полисахаридов и гликоконъюгантов 

(липогликанов, гликолипидов и гликопротеинов), основной функцией 

которых является формирование поверхностных антигенных детерми-

нант микроорганизмов [57, 58]. 
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Малый размер клеток и отсутствие клеточной стенки позволяет 

микоплазмам проникать через поры диаметром до 0,22 мкм, а также 

обеспечивает им защиту от воздействия антибактериальных лекар-

ственных средств, механизм действия которых связан с нарушением 

синтеза структурных компонентов клеточной стенки [59]. 

Для ряда микоплазм, обладающих подвижностью (M. gallisepticum, 

M. pneumoniae, М. mobile, M. genitalium), описаны элементы субклеточ-

ной морфологии, напоминающие цитоскелет. В клетках этих микоплазм 

обнаружены цитоскелетоподобные белки, гомологичные актину, а так-

же тубулину эукариот [56, 60, 61]. Культивирование микоплазм на бес-

клеточных средах часто приводит к потере их подвижности и патоген-

ности. Однако после нескольких пассажей на эукариотических клетках 

утраченные свойства восстанавливаются. Подобный эффект связан с не-

специфическими условиями культивирования микоплазм и возникаю-

щими вследствие этого нарушением механизмов симбиотических связей 

микоплазм и эукариотических клеток [56, 62]. 

Основными субстратами для получения энергии у микоплазм яв-

ляются глюкоза и аргинин, которые сбраживаются благодаря работе 

ферментативной системы этих микроорганизмов. Некоторые виды ми-

коплазм (A. laidlawii, M. pneumoniae, M. mycoides, M. fermentans), ис-

пользуя в качестве субстрата глюкозу, выделяют в качестве конечного 

продукта молочную кислоту, тем самым создавая кислую среду. Другие 

виды микоплазм (M. hominis, M. arginini, M. salivarium, M. arthritidis, 

M. gallisepticum) используя в качестве субстрата аргинин, выделяют 

в питательную среду аммиак и углекислоту, тем самым создавая щелоч-

ную рН. Данные свойства используются в качестве первичных диагно-

стических признаков при идентификации микроорганизмов [56, 57, 62]. 

1.3.2. Организация генома у Mycoplasma genitalium 

Размер клеток M. genitalium колеблется в пределах от 0,2 до 0,4 мкм, 

размер генома составляет около 600 тысяч пар нуклеотидов. Данный 

микроорганизм характеризуется полиморфизмом как по морфологии, 

так и по ультраструктурной организации поверхностных структур. По-

движность M. genitalium обусловлена наличием особых жгутикоподоб-

ных структур [56]. 

Высокая антигенная вариабельность M. genitalium является гене-

тически детерминированным признаком и определяет циркуляцию 

в одной популяции фенотипически различающихся разновидностей 

микроорганизма. Генетические характеристики и фенотипические осо-

бенности возбудителя определяют его вирулентность [63, 64]. 
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Геном M. genitalium, как у всех Mollicutes, представлен кольцевой 

двухцепочечной молекулой ДНК. Среди прокариот размер генома 

M. genitalium является наименьшим (580–1800 тыс. п.о., что составляет 

1/16 генома E. coli) среди микроорганизмов, способных к самореплика-

ции. Генетической особенностью микоплазм является минимальное со-

держание G+C пар в составе молекул ДНК (23–41 %). Однако это не 

сказывается на способности данных микроорганизмов кодировать белки 

с нормальным аминокислотным составом, но в то же время является 

фактором, ограничивающим их биосинтетические возможности и опре-

деляющим высокие требования к условиям их культивирования [54, 55]. 

В геноме микоплазм большинство генов кодируют белки, обеспе-

чивающие катаболизм и транспорт метаболитов, однако мало генов, ко-

дирующих белки анаболических путей. Данный феномен объясняет 

ограниченность метаболических возможностей этих возбудителей и их 

зависимость от поступления ряда соединений из внешней среды. Преоб-

ладание в их геноме генов, кодирующих белки транспортной системы, 

связано с необходимостью обеспечения доставки веществ, нужных для 

поддержания процессов жизнедеятельности микроорганизма (аминокис-

лот, предшественников нуклеиновых кислот и др.). Именно неспособ-

ность микоплазм к биосинтезу пуринов и пиримидинов de novo обуслав-

ливает необходимость экзогенной транспортировки предшественников 

нуклеиновых кислот в клетки возбудителя для осуществления процес-

сов репликации [55, 56, 65]. 

В процессе приспособления ДНК к низкому уровню содержания 

G-C пар у микоплазм сформировались особенности генетического кода. 

Так у большинства Mollicutes генетический код отклоняется от универ-

сального: триплет нуклеотидов TGA не является стоп-кодоном, а коди-

рует триптофан, причем в десять раз чаще, чем кодон TGG, который 

обычно используется для кодирования этой аминокислоты [55, 65]. 

ДНК микоплазм, несмотря на малые размеры генома, содержит 

повторяющиеся последовательности, доля которых может достигать 

10 %. Повторяющиеся последовательности ДНК микоплазм присут-

ствуют, как правило, в генах, кодирующих основные поверхностные ан-

тигены возбудителя. Например, вариабельность гена P1 M. pneumoniae 

и, соответственно, его продукта (белка Р1) обеспечивается рекомбина-

цией между повторяющимися участками ДНК микроорганизма. Ген Р1 

содержит повторяющиеся единицы, которые распределены по хромосоме, 

при этом копии каждой повторяющейся единицы гена являются высо-

когомологичными, но не идентичными друг другу участками [55, 66, 

67]. Рекомбинация между генами, кодирующими поверхностные анти-

гены, и повторяющимися элементами, входящими в состав этих генов, 
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может вносить существенный вклад в антигенные вариации микоплазм 

и обеспечивать им ускользание от иммунного надзора организма-

хозяина [66]. 

У микоплазм и уреаплазм присутствуют и подвижные элементы 

(Тn и IS) генома, в которых также могут содержаться повторяющиеся 

последовательности. Подвижные элементы генома могут участвовать 

в переносе генов между разными, иногда филогенетически неродствен-

ными микроорганизмами. При этом происходит встраивание в геном 

микроорганизма «негомологичной» информации. Именно этот меха-

низм лежит в основе миграции генов между различными генетическими 

системами. Примером такого процесса у микоплазм является приобре-

тение ими стрептококковой детерминанты устойчивости к антибактери-

альным лекарственным средствам группы тетрациклинов — tetМ [68]. 

Процесс размножения микоплазм происходит путем равновелико-

го и неравновеликого деления материнской клетки, фрагментации, 

а также почкования. Описаны и варианты образования «элементарных 

телец» размером 0,1–0,25 мкм в цитоплазме или на ограничивающей 

мембране клетки [56]. Механизм деления клеток микоплазм аналогич-

ный процессу деления у других бактерий, но возможно отставание ско-

рости деления цитоплазмы от скорости процесса репликации генома, 

результатом чего является появление многоядерных форм. Тесная связь 

клеток микоплазм с клетками организма-хозяина определяет зависи-

мость скорости метаболических процессов и размножения микроорга-

низма от состояния клеток организма [56, 57]. 

Большинство видов микоплазм являются симбионтами или пара-

зитами. Поражение микоплазмами органов и систем организма человека 

связано с их негативным воздействием на клетки эпителия, крови, нерв-

ной системы, мышц, эндокринных желез [25, 40]. Микоплазмы, являясь 

мембранными паразитами, прикрепляются к поверхности клеток орга-

низма-хозяина, могут сливаться с ними или углубляться в них, тем са-

мым скрываясь от воздействия защитных факторов. 

1.3.3. Особенности культивирования Mycoplasma genitalium 

Исследования, направленные на выделение и изучение биологиче-

ских свойств циркулирующих изолятов M. genitalium, сейчас активно 

ведутся во многих странах мира. По данным литературы, в Дании выде-

лены 4 лабораторных изолята возбудителя (M2282, M2300, M2321, 

M2341), в Швеции — 5 изолятов (М6257, М6280, М6285, М6286, 

М6328), во Франции — 2 изолята (М6090, М6151), в Японии — 4 изоля-

та (М6282, М6283, М6284, М6287). Следует отметить, что все они вы-

делены от мужчин с негонококковым уретритом [50]. 
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В целом же с момента открытия M. genitalium в 1981 г. и до насто-

ящего времени удалось выделить и накопить лишь несколько штаммов 

возбудителя. В Американской коллекции типовых культур (American 

Type Culture Collection — ATCC) хранятся 7 штаммов M. genitalium 

(G37, M30, R32, TW10-5G, TW10-6G, TW48-5G, UTMB-10G). Это коли-

чество незначительно по сравнению с таковым для других возбудителей 

урогенитальных инфекций (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorhoeae 

и др.), что, с одной стороны, значительно затрудняет эксперименталь-

ные исследования по моделированию инфекции in vitro (в культуре кле-

ток) и in vivo (на лабораторных животных), а с другой — свидетельству-

ет об актуальности и целесообразности выполнения научной работы, 

направленной на выделение и изучение молекулярно-биологических 

свойств циркулирующих в Республике Беларусь изолятов M. genitalium. 

Подобные исследования в Республике Беларусь до настоящего времени 

не проводились.  

В связи со сложностями культивирования данного патогена мно-

гие исследования направлены на разработку метода изоляции, накопле-

ния и получения чистой культуры микроорганизма [62]. В доступной 

литературе имеются сообщения некоторых исследователей об успехе 

выделения M. genitalium на перевиваемых культурах клеток (Vero, 

McCoy, Hela и др.) [69, 70 с. 116, 73]. Другие исследователи культиви-

руют данного возбудителя в бесклеточных жидких питательных средах 

(SP4, Friis) или добавляя в эти среды агар или агарозу [74, 75], считая 

это способ наиболее эффективным. Также возможен комбинированный 

подход: на первых пассажах используют жидкие среды, а затем после 

фильтрации возбудитель накапливают на плотных средах — тиоглико-

лиевой среде или BHI агаре, либо перевиваемых культурах клеток [69]. 

Однако, несмотря на некоторые достижения в культивировании 

M. genitalium, продолжается поиск оптимальных условий для роста дан-

ного микроорганизма в клеточных культурах и на бесклеточных пита-

тельных средах. Основное внимание исследователей сосредоточено на 

выборе клеточной линии, подборе состава питательной среды, рH, дозы 

антибактериальных лекарственных средств для предотвращения роста 

сопутствующей микрофлоры, температуры культивирования. Поэтому 

исследования, направленные на разработку методических подходов 

культивирования M. genitalium, несомненно, имеют научную и практи-

ческую новизну. 

Среди сред, пригодных для культивирования данного возбудителя, 

можно выделить несколько часто используемых. Так, известен способ 

получения модифицированной среды Хайфлика, заключающийся в том, 

что смешивают настой говяжьего сердца (Difco) — 2,85 г и дистиллиро-
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ванную воду — 90 мл. Полученный раствор стерилизуют автоклавиро-

ванием (121 °С, 20 мин, 1,5 атм.). Далее в простерилизованный раствор 

для получения агаризованной среды добавляют 1,4 г очищенного агара 

(L28, Oxoid) либо 0,6–0,8 % агара Нобеля (Difco). После тщательного 

перемешивания раствора в него добавляют сыворотку крови лошади — 

20 мл, 25 % экстракт дрожжей — 10 мл, препарат ДНК (Sigma) — 1,2 мл, 

таллия ацетат (1 % раствор) — 1 мл, пенициллин; при контроле рН 

должна находиться на уровне 7,7 [70]. Данная среда пригодна для культи-

вирования большинства видов микоплазм, в том числе и M. genitalium. 

Недостатком данной среды является использование пенициллина 

в качестве антимикробного агента, т. к. большинство микроорганизмов 

сопутствующей микрофлоры, присутствующих в биологических образ-

цах наряду с M. genitalium, устойчивы к действию данного препарата. 

В результате в культуре происходит размножение этих микроорганиз-

мов и невозможно получение чистой культуры M. genitalium.  

Известен способ получения среды, разработанной Г. Я. Каган 

и используемой в Научно-исследовательском институте эпидемиологии 

и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи (Москва, Российская Федерация). 

Данный способ заключается в том, что смешивают триптический гидро-

лизат мышцы говяжьего сердца — 200 мл, мясную воду — 400 мл, 25 % 

дрожжевой экстракт — 100 мл, 0,5 % NaCl — 20 мл, воду водопровод-

ную — 300 мл. После тщательного перемешивания добавляют сыворотку 

крови лошади — 20 мл, 40 % раствор аргинина — 20 мл, 40 % раствор 

глюкозы — 10 мл, пенициллин из расчета 100 ЕД/мл (конечная концен-

трация), таллия ацетат 1 : 2000 (конечная концентрация). Для трудно 

культивируемых штаммов рекомендуется добавлять 25 % раствор пеп-

тона — 2 мл, комплекс витаминов для среды «Игла» — 0,02 мл, НАД — 

0,002 мл. НАД, таллия ацетат и аргинин разводят в дистиллированной 

воде, стерилизуют фильтрованием через фильтр с порами 220 нм. Про-

водят контроль рН, данный показатель должен быть равен 7,8. Для при-

готовления агаризованной среды перед автоклавированием добавляют 

агар — 30 мл (полужидкая среда) или 130 мл (полутвердая среда) [49]. 

Данная среда также пригодна для культивирования большинства видов 

микоплазм. 

На территории Российской Федерации широко используется пита-

тельная среда «Микоплазма гениталиум-среда» (ФГУН «Санкт-Петер-

бургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микро-

биологии им. Пастера Роспотребнадзора»), пригодная для выявления 

глюкозоферментирующих микоплазм (в том числе M. genitalium), одна-

ко она не зарегистрирована в Республике Беларусь. Состав данной сре-

ды неизвестен. 
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Одной из лучших считается среда SР-4 (Hardy Diagnostics, США), 

для приготовления которой в 690 мл деионизированной воды добавляют 

панкреатический гидролизат козеина — 10,0 г, панкреатический гидро-

лизат желатина — 5,0 г, питательную среду PPLO без кристаллического 

фиолетового — 3,5 г, полимексин B — 50,0 мг, амфотерицин B — 5,0 мг, 

сыворотку плодов коров — 170,0 мл, среду CMRL 1066 (10X) — 50,0 мл, 

дрожжевой экстракт — 35,0 мл, раствор препарата дрожжей Yeastolate 

10 % — 20,0 мл, пенициллин — 1,000,000 МЕ. Данная питательная среда 

широко используется за рубежом для культивирования M. genitalium [71]. 

1.4. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ MYCOPLASMA GENITALIUM С ИММУННОЙ 

СИСТЕМОЙ ОРГАНИЗМА-ХОЗЯИНА 

Недостаточность и неэффективность терапевтических мероприятий 

при лечении микоплазменной инфекции может сопровождаться неполной 

элиминацией возбудителя из организма, что переводит острый инфек-

ционный процесс в латентный [76–78]. При этом возбудитель переходит 

в некультивируемую форму и его идентификация классическими мето-

дами (культуральное исследование, серологическая диагностика) стано-

вится невозможной. В данной ситуации для выявления инфекционного 

агента применяют методы молекулярно-биологической диагностики. 

Иммунная система организма человека способна элиминировать 

или сдерживать размножение патогенных микроорганизмов за счет не-

специфических и специфических реакций. Влияние на иммунную систе-

му различных внешних (стресс, сопутствующие инфекции) и внутренних 

(гормональный профиль) факторов приводит к активации инфекционно-

го процесса. 

Реакция иммунной системы на присутствие в организме микоплазм 

неоднозначна. Могут происходить как поликлональная стимуляция Т- 

и В-клеточного иммунитета, так и подавление активности отдельных 

звеньев локального и системного иммунитета с формированием имму-

нодефицитных состояний [57, 79]. Неспособность иммунной системы 

адекватно реагировать на внедрение микоплазм может быть связана 

с тесным мембранным контактом между клетками возбудителя и орга-

низма-хозяина, что приводит с одной стороны к невозможности клеткам 

иммунной системы идентифицировать чужеродные антигены и элими-

нировать возбудителя, а с другой стороны, возможен срыв толерантно-

сти в отношении собственных клеток.  

Микоплазмы обладают рядом механизмов, направленных на усколь-

зание от иммунного надзора организма-хозяина. Маленькие размеры 

возбудителей позволяют им избегать фагоцитоза, скрываясь в криптах 



20 

клеток организма-хозяина. Также у возбудителей существует возмож-

ность блокировать начавшийся процесс фагоцитоза, он, как правило, 

остается незавершенным, и клетки возбудителя способны длительное 

время сохраняться в фагоцитах [80, 82]. 

Цитокины — полипептиды, которые синтезируются и секретиру-

ются, как правило, клетками иммунной системы, осуществляют регуля-

цию функций клеток при нормальных физиологических и при патоло-

гических процессах в организме. В первую очередь цитокины влияют на 

функции и активность клеток, участвующих в регуляции и формирова-

нии иммунного ответа. Для некоторых цитокинов существует физиоло-

гический уровень их продукции и содержания в тканях, что необходимо 

для нормального функционирования клеток. Синтез и продукция других 

цитокинов происходят только при формировании воспалительной реак-

ции и иммунного ответа [41, 83].  

Индукторами активного синтеза цитокинов клетками иммунной 

системы могут служить проникновение в организм инфекционных аген-

тов, антигенная стимуляция или повреждение клеток организма. В ответ 

на стимуляцию происходит выработка цитокинов, которые оказывают 

локальное воздействие на ближайшие клетки-мишени. Передача сигна-

ла происходит по принципу лиганд-рецепторного взаимодействия: по-

сле синтеза и секреции цитокина клеткой-продуцентом он связывается 

с соответствующим рецептором на клетке-мишени, передавая ей опре-

деленный сигнал [84].  

Принимая во внимание тот факт, что основной функцией цитоки-

нов является обеспечение межклеточных взаимодействий, они тем са-

мым отвечают за процессы клеточной био-, хемо- и иммунорегуляции. 

Являясь регуляторными молекулами, цитокины обеспечивают рост, 

дифференцировку, активацию клеток, а также являются медиаторами 

провоспалительных и противовоспалительных реакций. Это позволяет 

выделить цитокины в отдельную регуляторную систему, которая вместе 

с нервной и эндокринной системами принимает участие в поддержании 

гомеостаза [76, 85].  

Цитокины являются доминирующим фактором, регулирующим 

функциональную активность клеток, вовлеченных в иммунный ответ. 

В ходе течения инфекционных процессов в урогенитальном тракте 

клетки эндотелия и клетки иммунной системы продуцируют широкий 

спектр цитокинов: интерфероны (ИФН-α, ИФН-γ), интерлейкины (ИЛ-1, 

4, 6, 8), факторы некроза опухолей (ФНО-α), факторы роста (трансфор-

мирующий фактор роста β — TGFβ) [83, 84].  

Для инфекционных процессов, обусловленных присутствием 

M. genitalium, характерно затяжное течение с минимальными клиниче-
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ским проявлениями и длительной персистенцией возбудителя в уроге-

нитальном тракте. Это стало основой гипотезы о том, что M. genitalium 

может ускользать от воздействия иммунной системы организма-хозяина. 

Если это действительно так, то вопрос о том, какие механизмы обеспе-

чивают этому микроорганизму такие возможности, до сих пор остается 

спорным. К числу факторов, принимающих участие в «ускользании» от 

иммунного ответа, могут быть отнесены высокая вариабельность по-

верхностных антигенов возбудителя и его способность к внутриклеточ-

ной локализации [86–90].  

Как показано на экспериментальных моделях in vitro, эпителиаль-

ные клетки в ответ на присутствие возбудителя продуцируют провоспа-

лительные цитокины [88]. Развитие воспаления вызывает нарушение 

функций клеток эпителия урогенитального тракта, что может оказывать 

непосредственное влияние на состояние репродуктивного здоровья, 

а также служить фактором риска для увеличения восприимчивости к 

другим возбудителям ИППП. 

1.5. ФАКТОРЫ ПАТОГЕННОСТИ МИКОПЛАЗМ 

Патогенность возбудителя, являющуюся основным свойством лю-

бого инфекционного агента, можно определить как потенциальную спо-

собность микроорганизма вызывать развитие инфекционного процесса 

[42, 64]. Патогенность — генетически детерминированный признак, ко-

торый определяет образование факторов вирулентности в зависимости 

от наличия в геноме микроорганизма конкретных генов.  

Факторы вирулентности, в свою очередь, являются фенотипиче-

ским выражением патогенного генотипа и могут проявляться прямыми 

токсическими и косвенными (потенциальными) факторами патогенно-

сти. Молекулы адгезии обеспечивают прикрепление мико-уреаплазм 

к эпителиальным клеткам и поэтому являются одними их основных 

факторов вирулентности данных возбудителей.  

Адгезины связываются с определенными структурами на поверх-

ности клетки хозяина, причем возможность связывания для данной мо-

лекулы адгезина и сила взаимодействия определяются в значительной 

степени структурой адгезинов. В связи с этим различные мутации в ге-

нах, контролирующих синтез адгезинов, могут привести к конформаци-

онным изменениям молекул адгезии микоплазм, что может являться 

причиной как ослабления взаимодействия микроорганизмов с клетками 

организма-хозяина, так и определять формирование конформационно 

более подходящей структуры для взаимодействия с молекулярными 

комплексами на поверхности клетки хозяина [83]. 
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Одним из основных факторов патогенности микоплазм являются 

адгезины [55, 83]. Адгезины — молекулярные структуры, которые ло-

кализуются на поверхности клеточных мембран возбудителя, основная 

функция которых заключается в обеспечении прикрепления микроорга-

низма к клеткам организма-хозяина. При попадании инфекционного 

агента в макроорганизм вначале происходит его неспецифическое свя-

зывание с клетками-мишенями, а уже затем формируется прочная связь 

межу эукариотической и прокариотической клетками по лиганд-рецеп-

торному принципу.  

Для M. genitalium белок Р140, отвечающий за адгезию возбудителя 

к клеткам эпителия урогенитального тракта, является одним из ключе-

вых компонентов цитоадгезии. Это было подтверждено в эксперименте 

с мутантными штаммами возбудителя, у которых ген Р140 был выклю-

чен. Отсутствие протеина Р140 в клетках M. genitalium приводило к не-

способности возбудителя прикрепляться к клеткам-мишеням макроор-

ганизма и потере вирулентности микроорганизмом [83].  

В геноме микоплазм около 5 % приходится на гены, кодирующие 

адгезины. В этих генах, также как и в остальном геноме микоплазм, по-

стоянно происходят процессы рекомбинации, что обуславливает изме-

нение специфичности и аффинных свойств продуктов этих генов — ад-

гезинов. Данный механизм также лежит в основе высокой антигенной 

изменчивости возбудителя. Однако у микоплазм эпитопы адгезинов, от-

вечающих за антигенные свойства, не идентичны участкам, отвечаю-

щим за адгезию.  

Эпитопы адгезии находятся в однокопийных регионах генов и яв-

ляются высоко консервативными. Этот механизм связан с закреплением 

их роли в распознавании микроорганизмом рецепторов клеток организ-

ма-хозяина в процессе колонизации [61, 83]. В свою очередь, иммунный 

ответ макроорганизма связан с распознаванием вариабельных эпитопов, 

которые не имеют непосредственного отношения к процессу адгезии. 

Поэтому не происходит образования антител, способных блокировать 

адгезию микоплазм, что частично объясняет механизм персистенции 

возбудителя.  

К настоящему времени недостаточно изучены механизмы форми-

рования и течения микоплазменных инфекций, причины и последствия 

длительной персистенции этих инфекционных агентов в урогениталь-

ном тракте у взрослых и у детей.  

Определение содержания продуктов перекисного окисления липи-

дов (ПОЛ) является показателем активности протекания окислительных 

реакций и позволяет судить о развитии окислительного стресса [92]. 

Первичными продуктами ПОЛ являются диеновые конъюгаты (ацил-
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гидроперекиси), которые быстро «деградируют» с образованием вто-

ричных продуктов, к которым относят малоновый диальдегид (МДА). 

МДА является мутагеном и обладает выраженной цитотоксичностью 

[93]. Усиление процессов ПОЛ не только повреждает мембранные 

структуры клеток, но и приводит к образованию токсичных соединений, 

которые усугубляют повреждения в клетках организма хозяина [94]. 

Изменения показателей ПОЛ на фоне присутствия того или иного 

микроорганизма напрямую связаны со степенью патогенного влияния, 

которое он оказывает на клетки организма хозяина. Патогенный потен-

циал микроорганизмов обусловлен активностью генов, контролирую-

щих формирование факторов вирулентности [93]. К этим факторам 

можно отнести гены, контролирующие синтез белков цитоадгезии, ко-

торые обеспечивают прикрепление клеток микроорганизма к клеткам 

организма хозяина [93–95]. 

Адгезины связываются с определенными структурами на поверх-

ности клетки хозяина, причем возможность связывания для данной мо-

лекулы адгезина и сила взаимодействия определяются в значительной 

степени ее структурой. В связи с этим различные мутации в генах, кон-

тролирующих синтез адгезинов, могут привести к конформационным 

изменениям молекул адгезии микроорганизма, что может являться при-

чиной как ослабления их взаимодействия с клетками организма хозяина, 

так и определять формирование оптимальной конформационной струк-

туры для взаимодействия с молекулярными комплексами на поверхно-

сти клетки-мишени [95, 96]. 

M. genitalium прикрепляется к клеткам эпителия посредством ком-

плексной структуры, известной как органелла прикрепления (attachment 

organelle). Данная структура состоит из цитоадгезинов и белков цитоадге-

зии. Белки цитоадгезии P140 и P110 кодируются генами mg191 и mg192, 

входящими в состав MgPa оперона, и необходимы для образования 

и функционирования органеллы прикрепления. Мутации в генах mg191 

и mg192 могут приводить к изменениям в продуктах данных генов [95–99]. 

К факторам вирулентности можно отнести также и способность 

микроорганизма синтезировать ферменты с антиоксидантными свой-

ствами, которые обеспечивают защиту клеток возбудителя от воздей-

ствия бактерицидных защитных факторов, синтезируемых клетками ор-

ганизма хозяина. Для M. genitalium ключевую роль в формировании 

антиоксидантного потенциала играет функционирование гена msrA (me-

thionine sulfoxide reductas А) [96]. Метионин-сульфоксид-редуктазная 

система является основой преобразования метионин-сульфоксидных 

изменений в белках, которые приводят к накоплению в клетках карбо-

нилированных белков. 
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1.6. ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ УСТОЙЧИВОСТИ 

MYCOPLASMA GENITALIUM К ОСНОВНЫМ ГРУППАМ ИСПОЛЬЗУЕМЫХ 

АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 

Активное использование антибактериальных лекарственных средств 

в терапии различных воспалительных заболеваний привело к росту числа 

антибиотикорезистентных штаммов микроорганизмов, что делает акту-

альным изучение феномена антибиотикорезистентности, а также разра-

ботку методов определения устойчивости к антибиотикам у возбудите-

лей [16, 64, 101, 102]. 

Развитие у микроорганизмов устойчивости к антибактериальным 

лекарственным средствам может быть обусловлено морфологическими 

особенностями микроорганизмов. Еще одним механизмом является 

присутствие в геноме микроорганизма генетических детерминант, ко-

дирующих белки, которые модифицируют или разрушают мишени, на 

которые направлено действие антибактериального лекарственного сред-

ства, или оказывают воздействие на мембрану клеток, делая невозмож-

ным проникновение лекарственного средства в клетку. Возникновение 

точечных мутаций в генах, кодирующих мишени антибактериальных 

лекарственных средств и транспортные белки, также может выступать 

механизмом формирования резистентности у микроорганизма [59, 103]. 

Присутствие в организме пациента инфекционного агента, устой-

чивого к действию антибактериальных лекарственных средств, опреде-

ляет необходимость изменения лечебной тактики (замена лекарственного 

средства, изменение дозы лекарственного средства) [60]. В связи с этим 

важной задачей лабораторной службы является разработка и внедрение 

методов обнаружения у возбудителей маркеров устойчивости к анти-

бактериальным лекарственным средствам [104–111]. 

Для лечения инфекций урогенитального тракта, обусловленных 

M. genitalium, в настоящее время применяют три группы антибактери-

альных лекарственных средств: тетрациклины (доксициклин), макроли-

ды (азитромицин, джозамицин, кларитромицин, эритромицин), фторхи-

нолоны [104, 112, 113]. Чаще всего для проведения антибактериальной 

терапии инфекций, обусловленных M. genitalium, назначают макролиды. 

Однако по данным литературы, от 12 до 30 % пациентов являются носи-

телями штаммов M. genitalium, устойчивых к лекарственным средствам 

группы макролидов [50, 77, 78]. 

Тетрациклины являются одной из первых открытых групп анти-

бактериальных лекарственных средств, первые исследования были про-

ведены в конце 40-х годов XX века. Механизм действия тетрациклинов 

основан на нарушении синтеза белка в клетке микроорганизма, что поз-
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воляет получить бактериостатический эффект. Тетрациклины являются 

группой антибактериальных лекарственных средств с широким спек-

тром активности. Их применение в клинической практике на сегодняшний 

день ограничено в связи с появлением большого количества микроорга-

низмов, резистентных к лекарственным средствам группы тетрацикли-

нов, а также с многочисленными побочными эффектами, возникающи-

ми при их применении. В клинической практике в настоящее время 

применяют тетрациклин и полусинтетический препарат доксициклин 

[114 с. 352]. 

Генетическим маркером резистентности возбудителя к антибакте-

риальным лекарственным средствам группы тетрациклинов является 

наличие гена tetM. 

Антибактерильные лекарственные средства группы макролидов 

классифицируются в зависимости от количества атомов углерода, 

включенных в лактонное кольцо, и подразделяются на 14-членные мак-

ролиды (эритромицин, кларитромицин), 15-членные макролиды (азит-

ромицин), 16-членные макролиды (спирамицин, джозамицин). Так как 

токсичность данной группы антибактерильных лекарственных средств 

ниже, чем у других групп, их рекомендуют применять при лечении бе-

ременных женщин [50, 77, 78, 115, 116]. 

В основе антимикробного действия макролидов лежит нарушение 

синтеза белка на рибосомах клетки микробного агента. Как правило, мак-

ролиды оказывают бактериостатическое действие, но высокие концен-

трации препарата могут оказывать и бактерицидный эффект. Кроме того, 

лекарственные средства группы макролидов оказывают модулирующий 

эффект на иммунную систему и обладают противовоспалительным дей-

ствием [117]. Исходя из литературных данных, мутации в гене 23S рРНК 

M. genitalium являются следствием нерациональной антимикробной тера-

пии и приводят к формированию устойчивости возбудителя к действию 

лекарственных средств группы макролидов [77, 78, 115–117]. 

1.7. МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ ИНФЕКЦИЙ, ОБУСЛОВЛЕННЫХ 

MYCOPLASMA GENITALIUM 

Для диагностики инфекций, обусловленных M. genitalium, приме-

няют серологические, культуральный, молекулярно-биологические ме-

тоды исследования.  

Принципы серологических методов основаны на выявлении анти-

генов возбудителя или антител, продуцируемых иммунной системой 

в ответ на проникновение возбудителя в организм. В качестве биологи-

ческого материала используют сыворотку крови пациента. К этой груп-
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пе методов относят реакцию агрегат-гемагглютинации, реакцию пас-

сивной гемагглютинации, иммуноферментный анализ, реакции прямой 

и непрямой иммунофлюоресценции и др. Однако высокая антигенная 

вариабельность M. genitalium снижает чувствительность серологических 

тестов при идентификации данного возбудителя. 

Применение культурального метода для выявления M. genitalium 

в биологическом материале пациентов затруднено в связи со сложно-

стями культивирования этого микроорганизма. Это связано с ограниче-

нием биосинтетических возможностей возбудителя из-за малого разме-

ра генома. 

Метод ПЦР, обладая высокими показателями аналитической и ди-

агностической пригодности, является основой диагностики инфекций, 

обусловленных M. genitalium.  

Выводы 

1. Активное внедрение методов молекулярно-биологической диа-

гностики в практическое здравоохранение привело к росту числа выявля-

емых случаев урогенитального микоплазмоза, обусловленного M. geni-

talium (на 19,7 %). К числу отрицательных последствий инфицирования 

данным возбудителем можно отнести негативное влияние на репродук-

тивное здоровье населения, возникновение осложнений течения бере-

менности и родов, возможность перинатального инфицирования ново-

рожденных. Повышение эффективности лабораторной диагностики 

инфекций, обусловленных М. genitalium, является актуальной задачей 

лабораторной службы [127, 130, 147].  

2. Развитие и совершенствование технологий в медицине приво-

дит к упрощению процесса диагностического поиска инфекционных 

агентов, однако многие аспекты, касающиеся взаимодействий микроор-

ганизмов и организма-хозяина, остаются неизученными, что мешает 

в полной мере понять механизмы, лежащие в основе развития инфекци-

онного процесса, возможности длительной бессимптомной персистен-

ции возбудителя в макроорганизме, факторов, оказывающих влияние на 

данные процессы [129, 133]. 

3. Успешное лечение урогенитальных инфекций, обусловленных 

М. genitalium, зависит от адекватного назначения антибактериальных 

лекарственных средств. Рациональный выбор при этом должен быть ос-

нован на результатах лабораторных исследований. Выявление у микро-

организмов генетических детерминант устойчивости к антибактериаль-

ным лекарственным средствам с использованием метода ПЦР позволяет 

быстро (в течение 3–4 часов) получать результаты и целесообразно про-

водить выбор курса антибиотикотерапии. Наиболее перспективным 

направлением является разработка методов на основе ПЦР-РВ в муль-
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типлексном формате, использование которых позволяет снизить затраты 

труда, времени и расходных материалов при выявлении у микроорга-

низмов генетических детерминант устойчивости к антибактериальным 

лекарственным средствам [127, 133, 149]. 

 

 

ГЛАВА 2 

РАЗРАБОТКА СОСТАВА ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ  

ДЛЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ И ВЫЯВЛЕНИЯ  

MYCOPLASMA GENITALIUM 

2.1. РАЗРАБОТКА СОСТАВА И УСЛОВИЙ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ  

ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ ДЛЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ И ВЫЯВЛЕНИЯ 

MYCOPLASMA GENITALIUM 

В группу исследования I было включено 36 беременных, в биоло-

гическом материале которых методом ПЦР в режиме реального времени 

(ПЦР-РВ) определяли присутствие ДНК M. genitalium. Материалом для 

молекулярно-генетического анализа являлись соскобы эпителиальных 

клеток из цервикального канала и уретры пациенток. В результате ис-

следования у 8 пациенток (22,22 %) было обнаружено присутствие ДНК 

M. genitalium. Биологический материал от данных пациенток использо-

вали для разработки состава питательной среды и оптимизации культу-

рального метода выявления M. genitalium.  

В качестве прототипа при разработке состава питательной среды 

для выявления M. genitalium была выбрана среда SР-4, которая широко 

применяется для культивирования M. genitalium, однако при ее исполь-

зовании можно выделить ряд недостатков: 

– данная питательная среда пригодна для выделения и культиви-

рования различных видов микоплазм человека (M. hominis, Mycoplasma 

pneumoniae, Ureaplasma spp.), поэтому с ее использованием невозможно 

добиться получения чистой культуры M. genitalium, т. к. в биологиче-

ских образцах M. genitalium может находиться в ассоциации с другими 

видами урогенитальных микоплазм (M. hominis, Ureaplasma spp.). Это 

вынуждает применять дополнительные тесты для установления вида 

микоплазм, присутствующих в биологическом образце, а также затруд-

няет получение чистых изолятов M. genitalium; 

– данная питательная среда не зарегистрирована в Республике Бе-

ларусь, и ее использование возможно только в рамках выполнения 

научных исследований; 

– данная питательная среда является дорогостоящей, и ее исполь-

зование экономически невыгодно. 
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В ходе разработки состава питательной среды, пригодной для 

культивирования и выявления Mycoplasma genitalium, были апробиро-

ваны 10 экспериментальных составов, отличающихся по количеству 

вносимых стимуляторов роста и составу антибактериального комплекса 

(табл. 2.1). 
Таблица 2.1 

Прописи экспериментальных составов питательной среды 

Название реагента 

Питательная среда 

S
P

-4
 

П
С

-1
 

П
С

-2
 

П
С

-3
 

П
С

-4
 

П
С

-5
 

П
С

-6
 

П
С

-7
 

П
С

-8
 

П
С

-9
 

П
С

-1
0
 

Основа микоплазма-

тического бульона  
+ + + + + + + + + + + 

Триптон + + + + + + + + + + + 

Пептон + + + + + + + + + + + 

Глюкоза – – – + + + + + + – – 

Среда «CMRL-1066» 

с глютамином, но без 
NaHCО3 

+ + + + + + + + + + + 

Дрожжевой экстракт + + + + +       

Свежий дрожжевой 

экстракт 
– – – + + + + – – + + 

Эмбриональная  

сыворотка крупного 

рогатого скота 

+ + + + + + + + + + + 

Феноловый красный + + + + + + + + + + + 

Агароза + + + + + + + + + + + 

Пенициллин + – – – – – – – – – – 

Ципрофлоксацин  

0,2 мкг/мл 
– – + – + – + – + – + 

Ципрофлоксацин 

0,25 мкг/мл 
– + – + - + - + – + – 

Полимиксин В  + + + + + + + + + + + 

Флуканазол  – + + + + + + + + + + 

Амфотерицин В + – – – – – – – – – – 

Инсулин  – + + + + – – – – – – 

Наилучшие результаты были получены при использовании состава 

питательной среды, для приготовления 100 мл которой брали: «Основа 

микоплазматического бульона» («Mycoplasma Broth Base») (Becton 

Dickinson, США) — 0,35 г, триптон (T9410, SIGMA) — 1 г, пептон (ЗАО 

«Беласептика», Республика Беларусь) — 0,53 г, глюкозу (РУПП «Экзон-

глюкоза», Республика Беларусь) — 0,5 г, дистиллированную воду — 

61,5 мл; рН раствора доводили с помощью 1 N NaOH (РУП «Белмед-

препараты», Республика Беларусь) до 7,6–7,8; стерилизовали при 121 °С 

15–20 минут, охлаждали при комнатной температуре.  
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Далее в раствор добавляли следующие стерильные компоненты: 

среду «CMRL-1066» с глютамином, но без NaHCО3 (ГУ «РНПЦ ЭиМ», 

Республика Беларусь) — 5 мл, свежий дрожжевой экстракт (25 %) (ОАО 

«Дрожжевой комбинат. Ошмянский дрожжевой завод», Республика Бела-

русь) — 3,5 мл, дрожжевой раствор (2 %) (ОАО «Дрожжевой комбинат. 

Ошмянский дрожжевой завод», Республика Беларусь) — 10 мл, эмбрио-

нальную сыворотку крупного рогатого скота (предварительно прогретую 

при 56 °С в течение 1 ч) (ГУ «РНПЦ ЭиМ», Республика Беларусь) — 17 мл, 

феноловый красный (0,1 %) (АО «Реахим», Российская Федерация) — 2 мл. 

Объем полученного раствора доводили до 100 мл 0,6 % агарозой (УП 

«Хозрасчетное опытное производство Института биоорганической химии 

Национальной академии наук Беларуси», Республика Беларусь), добавля-

ли ципрофлоксацин (ОАО «Борисовский завод медицинских препара-

тов», Республика Беларусь) — 0,25 мкг/мл, полимиксин В (Xellia PHar-

maceuticals ApS, Дания) — 500 мкг/мл, флуканазол (ОАО «Борисовский 

завод медицинских препаратов», Республика Беларусь) — 50 мкг/мл, ин-

сулин (РУП «Белмедпрепараты», Республика Беларусь) — 0,05 ед./мл. 

В состав предложенной «Питательной среды для культивирования 

и выявления Mycoplasma genitalium» ввели инсулин, который регулиру-

ет транспорт и метаболизм глюкозы, жирных кислот и аминокислот, 

стимулирует активность ряда ферментных процессов, тем самым улуч-

шая размножение и рост клеток микроорганизма. 

Также в состав предложенной питательной среды включен опти-

мальный антибактериальный комплекс, состоящий из ципрофлоксацина 

(в среде SP4 — пенициллин), флуконазола (в среде SP4 — амфотерицин В) 

и полимиксина В, который позволяет предотвратить размножение со-

путствующей микрофлоры в образце (в том числе M. hominis и Ureaplas-

ma spp.) и получить чистую культуру M. genitalium. 

После посева биологического материала питательную среду инку-

бировали при температуре 37 °С и атмосфере 10 % (vol/vol) CO2 в течение 

3–21 суток. Контроль роста возбудителя в питательной среде осуществ-

ляли по изменению цвета рН-индикатора питательной среды с красной 

на желтую, что являлось свидетельством размножения M. genitalium, 

а также методом ПЦР-РВ [145–146]. 

2.2. ИЗУЧЕНИЕ МОРФОЛОГИЧЕСКИХ И УЛЬТРАСТРУКТУРНЫХ 

ХАРАКТЕРИСТИК ВЫДЕЛЕННЫХ ШТАММОВ MYCOPLASMA GENITALIUM 

МГ-9 И МГ-20 

В ходе выполнения исследований проводилось внесение биологи-

ческого материала пациенток группы исследования I, инфицированных 

M. genitalium (n = 8), как в среду сравнения (SP-4), так и разработанную 
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питательную среду. В результате было выделено, накоплено, охаракте-

ризовано и депонировано два штамма возбудителя: МГ-9 и МГ-20 

в титрах 10
6
 и 10

7
 КОЕ/мл соответственно. При этом не было выявлено 

отличий в характере роста анализируемых штаммов возбудителя на раз-

работанной «Питательной среде для культивирования и выявления  

Mycoplasma genitalium» в сравнении со стандартной средой SP-4.  

Результаты сравнительного анализа морфологии и ультраструкту-

ры штаммов M. genitalium МГ-9 и MГ-20, выделенных как на среде 

сравнения, так и на разработанной питательной среде, позволили уста-

новить значительный полиморфизм внеклеточных форм возбудителя. 

На обеих средах чаще всего визуализировались бактериальные структу-

ры грушевидной или бокаловидной («бутылеобразной») формы со 

средними размерами 250–400 нм, соответствующие типичным вегета-

тивным активно-пролиферирующим формам M. genitalium (рис. 2.1). 

 

Рис. 2.1. Ультраструктурные особенности типичной бокаловидной формы M. genitalium 
(МГ-20): 

ОМ — ограничивающая мембрана; ЦМ — цитоплазматическая мембрана; Ц — цитоплаз-

ма; Т — терминальная структура («bleb») (увеличение ×300 000) 

 

Кроме типичных вегетативных форм M. genitalium на ультратонких 

срезах были зафиксированы также палочковидные и гантелеобразные 

формы (рис. 2.2, а), небольшие сферы (рис. 2.2, б), а также различные 

полигональные структуры возбудителя, ограниченные по периферии 

трехслойной мембраной. В ходе изучения был установлен полиморфизм 

выделенных штаммов M. genitalium. При электронной микроскопии ви-

зуализировались бактериальные структуры, соответствующие типич-

ным вегетативным активно-пролиферирующим формам M. genitalium. 

На поверхности ограничивающей мембраны возбудителя были хорошо 

выражены такие элементы ультраструктуры как капсулоподобное обра-

зование и зернистые нитевидные образования, имевшие вид тонких 

диффузных отростков.  

ОМ 

Т 

Ц 

ЦМ 
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Рис. 2.2. Полиморфизм различных морфологических форм M. genitalium (МГ-9): 
а — гантелеобразная форма возбудителя (увеличение ×300 000); б — возбудитель сфери-

ческой, кокковидной формы (увеличение ×300 000) 

 

Изучение репродуктивных особенностей выделенных штаммов 

M. genitalium МГ-9 и МГ-20 проводили в культуре клеток Vero. Это поз-

волило установить, что модельная система, основанная на первоначаль-

ном накоплении возбудителя в питательной среде с последующим вне-

сением в культуру клеток, перспективна как для изучения особенностей 

морфогенеза, так и при анализе механизмов повреждающего воздей-

ствия на внутриклеточные органеллы клеток-мишеней. 

По результатам сиквенс-анализа высоко консервативных регионов 

участков ДНК, кодирующих метионил-тРНК синтетазу, было установ-

лено, что выделенные штаммы M. genitalium МГ-9 и МГ-20 имеют 

100 % гомологию с нуклеотидными последовательностями штаммов 

M. genitalium G-37 и М2288. 

В ходе проведения исследований с использованием разработанной 

«Питательной среды для культивирования и выявления Mycoplasma geni-

talium» и среды сравнения (SP-4) было накоплено, охарактеризовано и 

депонировано в «Специализированную коллекцию вирусов и бактерий, 

патогенных для человека» ГУ «РНПЦ эпидемиологии и микробиоло-

гии» два штамма M. genitalium (МГ-9 и МГ-20).  

Таким образом, разработанная питательная среда по своим свой-

ствам не уступает среде сравнения (SP-4) и может быть использована 

для выявления и культивирования M. genitalium, а также для накопления 

возбудителя с последующим изучением его биологических свойств. 

2.3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ МИНИМАЛЬНЫХ ИНГИБИРУЮЩИХ КОНЦЕНТРАЦИЙ 

АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ  

ДЛЯ ДЕПОНИРОВАННЫХ ШТАММОВ MYCOPLASMA GENITALIUM 

При проведении исследования использовали депонированные 

штаммы M. genitalium: МГ-9 (№ штамма В18/2013) и МГ-20 (№ штамма 

В19/2013) (ГУ «РНПЦ Эпидемиологии и микробиологии»). 

Для определения минимальных ингибирующих концентраций (МИК) 

антибактериальных лекарственных средств использовали метод серийных 

а б 
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разведений. МИК определяли как наименьшую концентрацию лекарствен-

ного средства, которая подавляет рост микроорганизма в питательной 

среде. Культивирование M. genitalium проводили в разработанной «Пита-

тельной среде для культивирования и выявления Mycoplasma genitalium» 

с 2-кратным разведением антибактериальных лекарственных средств (док-

сициклин, эритромицин, азитромицин, кларитромицин, левофлоксацин).  

Для проведения эксперимента были выбраны антибактериальные 

лекарственные средства, применяемые для лечения инфекций, обуслов-

ленных M. genitalium [125]: тетрациклины — доксициклин; макролиды — 

эритромицин, азитромицин, кларитромицин; и лекарственное средство 

группы фторхинолонов — левофлоксацин. Антибактериальные лекар-

ственные средства добавляли в «Питательную среду для культивирова-

ния и выявления Mycoplasma genitalium» в концентрациях от 0,001 до 

2,0 мг/л (по 12 разведений для каждого лекарственного средства). 

В качестве контрольных образцов использовали штаммы M. genita-

lium МГ-9 и МГ-20, культивируемые с использованием «Питательной 

среды для культивирования и выявления Mycoplasma genitalium» без 

добавления антибактериальных лекарственных средств.  

В контрольной культуре штамма M. genitalium МГ-20 на 3 сутки 

эксперимента было зарегистрировано изменение цвета pH-индикатора 

питательной среды от красной до желтой, а в контрольной культуре 

штамма M. genitalium МГ-9 изменение цвета индикатора было зареги-

стрировано на 6 сутки. Различные сроки роста возбудителя в культуре 

можно объяснить изначально различными концентрациями M. genitalium 

в исходных накопленных культурах штаммов МГ-9 и МГ-20 (10
6
 КОЕ/мл 

и 10
7
 КОЕ/мл соответственно). Таким образом, определение минимальных 

ингибирующих концентраций антибактериальных лекарственных средств 

проводили на 3 сутки эксперимента для штамма МГ-20 M. genitalium и на 

6 сутки — для штамма M. genitalium МГ-9. Полученные результаты по 

определению минимальных ингибирующих концентраций для изученных 

антибактериальных лекарственных средств представлены в табл. 2.2. 

Таблица 2.2 

Результаты определения минимальных ингибирующих концентраций  

антибактериальных лекарственных средств для штаммов  

M. genitalium МГ-9 и МГ-20 

Лекарственное средство 
МИК, мг/л 

МГ-9 МГ-20 

Доксициклин 0,5 1,0 

Эритромицин 0,125 0,25 

Азитромицин 0,002 0,002 

Кларитромицин 0,031 0,063 

Левофлоксацин 0,5 1,0 
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В результате анализа полученных при выполнении эксперимента 

данных было установлено, что все исследованные антибактериальные 

лекарственные средства позволили достичь угнетения роста штаммов 

M. genitalium МГ-9 и МГ-20. При этом минимальные ингибирующие 

концентрации варьировали в пределах от 0,002 мг/л (для азитромицина) 

до 1,0 мг/л (для доксициклина и левофлоксацина).  

Для азитромицина минимальная ингибирующая концентрация была 

определена на уровне 0,002 мг/л для обоих штаммов возбудителя; для 

кларитромицина — на уровне 0,031 мг/л для штамма МГ-9 и 0,063 мг/л 

для штамма МГ-20; для эритромицина — на уровне 0,125 мг/л для 

штамма МГ-9 и 0,25 мг/л для штамма МГ-20; для доксициклина и лево-

флоксацина — на уровне 0,5 мг/л для штамма МГ-9 и 1,0 мг/л для 

штамма МГ-20. Полученные более низкие значения минимальных инги-

бирующих концентраций для штамма M. genitalium МГ-9 можно объяс-

нить тем, что концентрация возбудителя в накопленной культуре изна-

чально была ниже (10
6
 КОЕ/мл), чем в культуре штамма M. genitalium 

МГ-20 (10
7
 КОЕ/мл). 

Таким образом, в ходе проведения эксперимента с использованием 

культурального метода удалось установить, что депонированные штам-

мы M. genitalium (МГ-9 и МГ-20) чувствительны ко всем применяемым 

группам антибактериальных лекарственных средств (тетрациклины, 

макролиды, фторхинолоны), однако при применении лекарственных 

средств группы макролидов угнетение роста возбудителя достигается 

с использованием более низких концентраций лекарственных средств.  

Контроль роста возбудителя в среде проводился также с использо-

ванием метода количественной ПЦР-РВ. При этом расчет уровня инги-

бирования роста M. genitalium проводился по формуле (2.1) [16 c.231]: 

% ингибирования = 
концентрация ДНКконтр – концентрация ДНКисслед 

× 100 %, (2.1) 
концентрация ДНКконтр 

где % ингибирования — уровень ингибирования роста M. genitalium 

в процентах; концентрация ДНКконтр — концентрация ДНК M. genitalium 

в контрольной культуре (без добавления антибактериального лекар-

ственного средства); концентрация ДНКислед — концентрация ДНК 

M. genitalium в исследуемой культуре (с добавлением антибактериаль-

ного лекарственного средства в определенной концентрации). 

Результаты, полученные при расчете уровня ингибирования роста 

возбудителя для минимальных ингибирующих концентраций каждого 

из тестируемых антибактериальных лекарственных средств, представ-

лены в табл. 2.3, 2.4. 
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Таблица 2.3 

Результаты определения уровня ингибирования роста штамма M. genitalium МГ-9 

антибактериальными лекарственными средствами 

Концентрация лекарственного 

средства 

% ингибирования 

3 суток 6 суток 9 суток 12 суток 

Концентрация МГ-9 в контрольной 

культуре (×102) 
6,1 9,3 10,1 12,8 

Доксициклин 0,5 37,4 87,5 92,3 99,8 

Эритромицин 0,125 26,1 42,3 84,7 99,9 

Азитромицин 0,002 76,9 84,2 93,5 99,7 

Кларитромицин 0,031 41,7 69,3 87,7 99,9 

Левофлоксацин 0,5 31,2 78,2 99,8 – 

 
Таблица 2.4 

Результаты определение уровня ингибирования роста штамма M. genitalium МГ-20 

антибактериальными лекарственными средствами 

Концентрация лекарственного 

средства 

% ингибирования 

3 суток 6 суток 9 суток 12 суток 

Концентрация МГ-20 в контрольной 

культуре (×103) 
2,9 8,1 15,6 21,1 

Доксициклин 1,0 31,8 78,4 97,1 99,9 

Эритромицин 0,25 36,7 63,8 81,6 99,9 

Азитромицин 0,002 78,8 89,1 99,7 - 

Кларитромицин 0,063 54,3 75,1 81,9 99,8 

Левофлоксацин 1,0 72,2 88,7 99,9 – 

 

Определение концентраций ДНК M. genitalium в контрольной 

и исследуемых культурах проводили на 3, 6, 9 и 12 сутки выполнения 

экспериментальных исследований. По полученным в ходе выполнения 

количественной ПЦР-РВ данным был проведен расчет уровня ингиби-

рования роста штаммов M. genitalium МГ-9 и МГ-20 антибактериаль-

ными лекарственными средствами.  

На основании результатов, полученных с применением количе-

ственной ПЦР-РВ, было установлено, что полное (100 %) угнетение роста 

изучаемых штаммов M. genitalium (МГ-9 и МГ-20) с использованием ми-

нимальных ингибирующих концентраций антибактериальных лекарствен-

ных средств in vitro было достигнуто к 9–12 суткам эксперимента. Полу-

ченные результаты подтверждают необходимость рационального подхода 

не только при выборе антибактериального лекарственного средства и его 

дозировки при лечении инфекций урогенитального тракта, обусловлен-

ных присутствием M. genitalium, но также и при определении оптималь-

ных сроков применения антибактериального лекарственного средства для 

успешной элиминации возбудителя и исключения возможности рециди-

вов инфекции или ее перехода в хроническую форму [132, 142]. 
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2.4. ВАЛИДАЦИЯ КУЛЬТУРАЛЬНОГО МЕТОДА ВЫЯВЛЕНИЯ  

MYCOPLASMA GENITALIUM С ПРИМЕНЕНИЕМ РАЗРАБОТАННОЙ 

«ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ ДЛЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ И ВЫЯВЛЕНИЯ 

MYCOPLASMA GENITALIUM» 

Всего было обследовано 393 беременных с осложнениями течения 

беременности, у которых по клинической картине можно было предпо-

ложить присутствие инфекционных агентов в урогенитальном тракте. 

В структуре осложнений течения беременности были установле-

ны: угроза прерывания беременности — у 80,39 % (n = 287) пациенток; 

фетоплацентарная недостаточность — у 11,76 % (n = 42) пациенток; 

внутриутробная задержка роста плода — у 6,72 % (n = 24) пациенток; 

гестоз — у 1,12 % (n = 4) пациенток. 

В группу исследования I было включено 36 беременных, в биоло-

гическом материале которых методом ПЦР в режиме реального времени 

(ПЦР-РВ) определяли присутствие ДНК M. genitalium. Материалом для 

молекулярно-генетического анализа являлись соскобы эпителиальных 

клеток из цервикального канала и уретры пациенток. В результате ис-

следования у 8 пациенток (22,22 %) было обнаружено присутствие ДНК 

M. genitalium. Биологический материал от данных пациенток использо-

вали для разработки состава питательной среды и оптимизации культу-

рального метода выявления M. genitalium.  

Группу исследования II составили 357 беременных, в биологиче-

ском материале 33,89 % пациенток (n = 121) было обнаружено присут-

ствие ДНК M. genitalium (по результатам ПЦР-РВ) (рис. 2.3). 

 

Рис. 2.3. Распределение частоты выявления M. genitalium в биологическом материале об-

следованных беременных пациенток методом ПЦР-РВ 

 

Посев биологического материала пациентов группы исследования 

II, инфицированных M. genitalium (по результатам ПЦР-РВ) (n = 121), 

пациентов контрольной группы (n = 30), депонированных штаммов 

M. genitalium (МГ-9 и МГ-20), штамма Ur. urealyticum, штамма M. hominis 

проводили на разработанную «Питательную среду для культивирования 

и выявления Mycoplasma genitalium».  
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В ходе выполнения валидации культурального метода выявления 

M. genitalium с применением разработанной «Питательной среды для 

культивирования и выявления Mycoplasma genitalium» оценивали пока-

затели аналитической чувствительности (предел обнаружения), анали-

тической специфичности (селективность), сходимости, воспроизводи-

мости [70, 121]. 

Оценку аналитической чувствительности (предела обнаружения) 

проводили по минимальной концентрации M. genitalium в образце, ко-

торая может быть обнаружена с использованием «Питательной среды 

для культивирования и выявления Mycoplasma genitalium». Для этого 

проводили определение концентрации ДНК M. genitalium в контроль-

ных штаммах возбудителя (МГ-9 и МГ-20) методом количественной 

ПЦР-РВ. Далее готовили разведения контрольных штаммов от 10
7
 до 

10
2
 ГЭ/мл и проводили посев полученных разведений контрольных 

штаммов на «Питательную среду для культивирования и выявления My-

coplasma genitalium». После инкубации в течение 21 суток проводили 

выявление ДНК M. genitalium в выращенных культурах методом ПЦР-РВ. 

Показатель аналитической чувствительности (предела обнаружения) 

при качественном выявлении M. genitalium с использованием «Питатель-

ной среды для культивирования и выявления Mycoplasma genitalium» 

составил 10
3
 ГЭ/мл. 

Аналитическую специфичность метода оценивали по возможности: 

– определять присутствие M. genitalium в контрольных штаммах 

M. genitalium (МГ-9 и МГ-20); 

– определять присутствие M. genitalium в биологических образцах, 

где присутствуют другие возбудители инфекций, передающихся поло-

вым путем (C. trachomatis, T. vaginalis, Ur. urealyticum, M. hominis); 

– не определять присутствие M. genitalium в контрольных штаммах 

Ur. urealyticum (Ur. urealyticum VIII, паспорт штамма НИИЭиМ им. 

Н. Ф. Гамалеи, Москва), M. hominis (Mycoplasma hominis Н-34, паспорт 

штамма НИИЭиМ им. Н. Ф. Гамалеи, Москва); 

– не определять присутствие M. genitalium в отрицательных кон-

трольных образцах (стерильная дистилированная вода). 

На «Питательную среду для культивирования и выявления Myco-

plasma genitalium» проводили посев:  

– контрольных штаммов M. genitalium (МГ-9 и МГ-20) — посев 

проводили в триплетах;  

– образцов биологического материла, в которых методом ПЦР-РВ 

была выявлена M. genitalium (n = 121), в том числе в ассоциации 

с C. trachomatis (n 1 8), T. vaginalis (n = 22), Ur. urealyticum (n = 19) или 

M. hominis (n = 2); 
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– контрольного штамма Ur. urealyticum — посев проводили в три-

плетах;  

– контрольного штамма M. hominis — посев проводили в триплетах; 

– образцов биологического материла, в которых методом ПЦР-РВ 

не была выявлена ДНК M. genitalium (контрольная группа, n = 30); 

– отрицательных контрольных образцов (стерильная дистиллиро-

ванная вода).  

После культивирования в течение 21 суток в полученных культу-

рах оценивали результаты выявления M. genitalium (визуально и мето-

дом ПЦР-РВ), результаты представлены в табл. 2.5. 
Таблица 2.5 

Выявление M. genitalium в питательной среде после культивирования  

в течение 21 суток 

Образцы 

Визуальный метод Метод ПЦР-РВ 

пол.,  

% (n) 

отр.,  

% (n) 

пол.,  

% (n) 

отр.,  

% (n) 

Штамм M. genitalium МГ-9 (n = 3) 100 (3) 0 (0) 100 (3) 0 (0) 

Штамм M. genitalium МГ-20 (n = 3) 100 (3) 0 (0) 100 (3) 0 (0) 

M. genitalium (n = 121) 78,51 (95) 21,49 (26) 78,51 (95) 21,49 (26) 

M. genitalium и Ch. trachomatis (n = 18) 100 (18) 0 (0) 100 (18) 0 (0) 

M. genitalium и T. vaginalis (n = 22) 100 (22) 0 (0) 100 (22) 0 () 

M. genitalium и Ur. urealyticum (n = 19) 100 (19) 0 (0) 100 (19) 0 (0) 

M. genitalium и M. hominis (n = 2) 100 (2) 0 (0) 100 (2) 0 (0) 

Штамм Ur. urealyticum 0 (0) 100 (3) 0 (0) 100 (3) 

Штамм M. hominis 0 (0) 100 (3) 0 (0) 100 (3) 

Контрольная группа (n = 30) 0 (0) 100 (30) 0 (0) 100 (30) 

Отрицательные контрольные образцы (n = 3) 0 (0) 100 (3) 0 (0) 100 (3) 

Р ± Sp 79,53 ± 3,35 

При оценке аналитических характеристик разработанных методов 

статистическая обработка данных осуществлялась методом альтерна-

тивной вариации, где относительная доля положительно сработавших 

образцов р рассчитывалась по формуле 2.2: 

р = 
р1  × 100,      (2.2) 
n 

где p1 — количество положительно сработавших образцов; n — общее 

количество исследованных истинно положительных образцов. 

со средней статистической ошибкой Sp, которая рассчитывалась по 

формуле 2.3: 

n

pp
s p

)100( 
 ,     (2.3) 

где p — относительная доля положительно сработавших образцов; n — 

общее количество исследованных образцов [122]. 
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С целью подтверждения селективности «Питательной среды для 

культивирования и выявления Mycoplasma genitalium» проводили с ис-

пользованием метода ПЦР-РВ выявление ДНК микроорганизмов сопут-

ствующей флоры (C. trachomatis, T. vaginalis, Ureaplasma spp., M. hominis, 

Candida spp.) в питательной среде после культивирования в течение 

21 суток. В результате проведения ПЦР-анализа ДНК микроорганизмов 

сопутствующей флоры выявлено не было. Селективность «Питательной 

среды для культивирования и выявления Mycoplasma genitalium» соста-

вила 100 %.  

Критерием приемлемости при оценке аналитической специфично-

сти было значение р не менее 75 % и отсутствие ДНК урогенитальных 

мико-, уреаплазм (Ureaplasma spp., M. hominis) и других микроорганиз-

мов сопутствующей флоры в культуре M. genitalium. Полученные ре-

зультаты (рассчитанное значение р = 79,53 ± 3,35, и отсутствие в ДНК 

сопутствующей флоры) позволили сделать вывод, что аналитическая 

специфичность (селективность) культурального метода выявления 

M. genitalium с использованием «Питательной среды для культивирова-

ния и выявления Mycoplasma genitalium» соответствует критериям при-

емлемости. 

Для определения диагностической значимости результатов тестов, 

полученных с использованием усовершенствованных культурального 

и молекулярно-биологического методов исследования, проводили опре-

деление диагностической чувствительности (ДЧ), диагностической спе-

цифичности (ДС), прогностической ценности положительного (ПЦ+) 

и отрицательного (ПЦ–) результатов теста. 

Расчет ДЧ проводили по формуле 2.4:  

ДЧ = [ИП / (ИП + ЛО)] × 100 % ,   (2.4) 

где ИП — истинно положительные результаты теста; ЛО — ложно от-

рицательные результаты теста; 

Расчет ДС проводили по формуле 2.5:  

ДС = [ИО / (ИО + ЛП)] × 100 % ,   (2.5) 

где ИО — истинно отрицательные результаты теста; ЛП — ложно по-

ложительные результаты теста. 

Расчет ПЦ+ проводили по формуле 2.6:  

ПЦ+ = [ИП / (ИП + ЛП)] × 100 % ,   (2.6) 

где ИП — истинно положительные результаты теста; ЛП — ложно по-

ложительные результаты теста. 
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Расчет ПЦ– проводили по формуле 2.7: 

ПЦ – = [ИО / (ИО + ЛО)] × 100 % ,   (2.7) 

где ИО — истинно отрицательные результаты теста; ЛО — ложно отри-

цательные результаты теста [121]. 

Оценку сходимости метода проводили по выявлению M. genitalium 

в разведениях (от 10
7
 до 10

2
 ГЭ/мл) контрольных штаммов МГ-9 и МГ-20, 

посев которых проводил в одно и то же время один исследователь. По-

сев каждого разведения контрольных штаммов проводили в триплетах, 

после культивирования в течение 21 суток проводили визуальную оценку 

результата анализа и рассчитывали сходимость с применением метода 

альтернативной вариации (формулы 2.4, 2.5). Рассчитанное значение р 

составило 95,8 ± 8,59 %, что соответствовало критерию приемлемости 

(р ≥ 95 %).  

Оценку воспроизводимости проводили по выявлению M. genitalium 

в разведениях (от 10
7
 до 10

2
 ГЭ/мл) контрольных штаммов МГ-9 и МГ-20, 

посев которых проводили два разных исследователя в разное время. По-

сев каждого разведения контрольных штаммов проводили в триплетах, 

после культивирования в течение 21 суток проводили визуальную оценку 

результата анализа и рассчитывали воспроизводимость с применением 

метода альтернативной вариации (формулы 2.2, 2.3). Рассчитанное зна-

чение р составило 95,8 ± 7,19 %, что соответствовало критерию прием-

лемости (р ≥ 95 %). 

В ходе оценки диагностической значимости разработанного метода 

проводили расчет ДЧ, ДС (формулы 2.4, 2.5). Для расчета использовали 

результаты, полученные в ходе исследования биологического материала 

пациентов, инфицированных M. genitalium (n = 121) и пациентов кон-

трольной группы (n = 30). В качестве референс-метода использовали 

метод ПЦР-РВ.  

Результаты расчета данных показателей представлены в табл. 2.6. 

Таблица 2.6 

Результаты оценки диагностической надежности использования  

культурального метода выявления M. genitalium (n = 151) 

ПЦР-РВ Культуральные исследования 

n % n % ДЧ ДС 

121 80,13 ± 3,25 95 62,91 ± 3,93 78,51 100 

Примечание: ДЧ — диагностическая чувствительность; ДС — диагностическая 
специфичность.  
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2.5. АПРОБАЦИЯ КУЛЬТУРАЛЬНОГО МЕТОДА ВЫЯВЛЕНИЯ  

MYCOPLASMA GENITALIUM НА КЛИНИЧЕСКОМ МАТЕРИАЛЕ 

Для проведения апробации культурального метода выявления 

M. genitalium с применением разработанной «Питательной среды для 

культивирования и выявления Mycoplasma genitalium» использовали 

биологический материал пациенток группы исследования II, в биологи-

ческом материале которых методом ПЦР-РВ было установлено присут-

ствие M. genitalium (n = 121).  

В качестве положительных контрольных образцов использовали 

депонированные штаммы M. genitalium МГ-9 и МГ-20 (ГУ «РНПЦ Эпи-

демиологии и микробиологии»). В качестве отрицательных контроль-

ных образцов использовали стерильную дистиллированную воду.  

Посев биологического материала (n = 121) и контрольных образ-

цов (положительных и отрицательных) проводили на разработанную 

«Питательную среду для культивирования и выявления Mycoplasma 

genitalium» и питательную среду SР-4 (Hardy Diagnostics, США).  

С использованием метода визуальной оценки результата в 7,44 ± 2,39 % 

клинических образцов (n = 9), а также в положительных контрольных 

образцах (штаммы M. genitalium МГ-9 и МГ-20) изменения окраски бы-

ли отмечены уже на 3 сутки проведения эксперимента в разработанной 

питательной среде и в 9,09 ± 2,61 % (n = 11) образцов и положительных 

контролях — в среде сравнения (среда SP-4). На 21 сутки после иноку-

ляции материала в 78,51 ± 3,73 % (n = 95) образцов культивируемых 

с использованием разработанной питательной среды и среды SP-4 было 

отмечено изменение окраски, что свидетельствовало о росте M. genitalium 

(табл. 2.7). Дальнейшее культивирование с использованием разработанной 

среды и среды сравнения в течение 28 суток не привело к увеличению ко-

личества образцов, в которых происходило размножение M. genitalium. 
Таблица 2.7 

Динамика выявления M. genitalium с использованием  

визуального метода оценки результата 

Сутки 

Количество положительных образцов, % (n) 

«Питательная среда для культивирования  

и выявления Mycoplasma genitalium» 
Среда SP-4 

3 7,44 ± 2,39 (9) 9,09 ± 2,61 (11) 

7 12,39 ± 2,99 (15) 14,05 ± 3,16 (17) 

14 55,37 ± 4,52 (67) 56,19 ± 4,51 (68) 

21 78,51 ± 3,73 (95) 78,51 ± 3,73 (95) 

 

С применением метода количественной ПЦР-РВ были определены 

показатели числа копий ДНК M. genitalium в питательных средах: на 

14 сутки культивирования для среды SP-4 значение данного показателя 
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составило 2,4 (0,15/8,42) ×10
2
 ГЭ/мл; для разработанной питательной 

среды — 3,1 (0,22/10,21) × 10
2
 ГЭ/мл; на 21 сутки эксперимента значе-

ния концентраций ДНК возбудителя в среде SP-4 находились на уровне 

6,21 (2,52/10,4) × 10
4
 ГЭ/мл, в разработанной питательной среде — 

8,42 (3,65/12,87) × 10
4
 ГЭ/мл. Достоверных отличий количественных 

показателей уровня ДНК M. genitalium при использовании среды SP-4 

и разработанной питательной среды выявлено не было (критерий Ман-

на–Уитни, p = 0,58) (табл. 2.8). 
Таблица 2.8 

Значения концентраций ДНК M. genitalium в питательных средах,  

выявленные с использованием метода количественной ПЦР-РВ 

Сутки 

Концентрация ДНК M. genitalium, Ме (Q25/75) ГЭ/мл 

«Питательная среда для культивирования  

и выявления Mycoplasma genitalium» 
Среда SP-4 

3 0,17 (0,1/4,22) 0,21 (0,13/2,14) 

7 1,1 (0,2/5,12) 1,03 (0,3/4,51) 

14 3,1 (0,22/10,21) × 102 2,4(0,15/8,42) × 102 

21 8,42 (3,65/12,87) × 104 6,21 (2,52/10,4) × 104 

 

В образцах, в которых не было зафиксировано изменение цвета 

питательной среды с применением метода ПЦР-РВ, не было зафиксиро-

вано нарастания концентрации ДНК M. genitalium [141, 135, 138, 139].  

2.6. ИЗУЧЕНИЕ ФЕНОТИПИЧЕСКОЙ УСТОЙЧИВОСТИ  

КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ MYCOPLASMA GENITALIUM  

К АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫМ ЛЕКАРСТВЕННЫМ СРЕДСТВАМ 

Для определения фенотипической устойчивости M. genitalium, 

присутствующей в клинических образцах, к действию антибактериаль-

ных лекарственных средств использовали метод серийных разведений 

с определением МИК.  

С учетом различных вариантов инфицирования пациентки, у которых 

было установлено инфицирование M. genitalium — основная группа иссле-

дования, были разделены на три подгруппы: подгруппа 1 — 34 пациентки, 

в биологическом материале которых была выявлена ДНК M. genitalium 

в виде моно-инфекции; подгруппа 2 — 40 пациенток, в биологическом 

материале которых была выявлена ДНК M. genitalium в ассоциации 

с ДНК облигатно-патогенных микроорганизмов (ОПМ) (C. trachomatis, 

T. vaginalis); подгруппа 3 — 21 пациентка, в биологическом материале 

которых была выявлена ДНК M. genitalium в ассоциации с ДНК услов-

но-патогенных микроорганизмов (УПМ) (Ur. urealyticum, M. hominis). 

В качестве биологического материала использовали соскобы эпите-

лиальных клеток из уретры и цервикального канала пациенток 1–3 под-
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групп (n = 95). Посев проводили на разработанную «Питательную среду 

для культивирования и выявления Mycoplasma genitalium» с добавлением 

антибактериальных лекарственных средств: доксициклин (группа тетра-

циклинов) в концентрациях 0,5 мг/л, 1,0 мг/л и 2,0 мг/л; азитромицин 

(группа макролидов) в концентрациях 0,001 мг/л, 0,002 мг/л и 0,004 мг/л. 

Контроль роста возбудителя осуществляли визуально по изменению 

окраски питательной среды на 21 сутки эксперимента. 

Исходя из анализа результатов, полученных в ходе исследования, 

установлено, что среди изученных образцов устойчивостью к доксицик-

лину обладали 43,16 ± 5,08 % (n = 41) (табл. 2.9).  
Таблица 2.9 

Результаты изучения фенотипической устойчивости M. genitalium  

к антибактериальным лекарственным средствам 

Показатель Доксициклин Азитромицин 

Чувствительность к ЛС, % (n) 56,84 ± 5,08 (n = 54) 87,37 ± 3,41 (n = 83) 

Устойчивость к ЛС, % (n) 43,16 ± 5,08 (n = 41) 12,63 ± 3,37 (n = 12) 

 

Из 54 образцов, чувствительных к доксициклину, в 21 (38,89 ± 6,63 %) 

МИК составила 0,5 мг/л; в 31 (57,41 ± 6,73 %) — 1,0 мг/л; и в 2 

(3,7 ± 2,57 %) — 2,0 мг/л. 

Устойчивость к азитромицину была выявлена в 12,63 ± 3,37 % 

(n = 12) образцов. Из 83 изученных образцов, чувствительных к азитро-

мицину, в 8 (9,64 ± 3,24 %) образцах МИК составила 0,001 мг/л; 

а в 75 образцах (90,36 ± 3,24 %) — 0,002 мг/л. 

Проведенное исследование позволило установить, что частота выяв-

ления M. genitalium, фенотипически устойчивой к действию антибактери-

альных лекарственных средств группы тетрациклнинов (доксициклин), 

в обследованных группах пациентов составила 43,16 ± 5,08 % (n = 41). 

При этом количество изолятов, устойчивых к действию доксициклина, 

в образцах пациентов подгруппы 1 составило 51,22 ± 7,81 % (n = 21), 

подгруппы 2 — 31,71 ± 7,27 % (n = 13), подгруппы 3 — 17,07 ± 5,88 % 

(n = 7). Достоверных отличий по данному показателю между группами 

установлено не было (p > 0,05, критерий χ
2
 Пирсона). 

Частота выявления M. genitalium, фенотипически устойчивой 

к действию антибактериальных лекарственных средств группы макро-

лидов (азитромицин), в обследованных группах пациентов составила 

12,63 ± 3,37 % (n = 12). При этом количество изолятов, устойчивых 

к действию азитромицина, в образцах пациентов подгруппы 1 составило 

33,33 ± 13,61 % (n = 4), подгруппы 2 — 50,0 ± 14,43 % (n = 6), подгруп-

пы 3 — 16,67 ± 10,76 % (n = 2). Достоверных отличий по данному пока-

зателю между группами установлено не было (p > 0,05, критерий χ
2
 

Пирсона).  
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В 2,11 ± 1,47 % (n = 2) образцов была выявлена устойчивость 

к действию обоих антибактериальных лекарственных средств (докси-

циклин и азитромицин). 

Таким образом, впервые на территории Республики Беларусь вы-

явлены изоляты M. genitalium, устойчивой к действию антибактериаль-

ных лекарственных средств групп тетрациклинов и макролидов, а также 

изучена частота их выявления среди беременных с осложнениями тече-

ния беременности и инфицированных M. genitalium [132]. 

Выводы  

1. Разработанный состав «Питательной среды для культивирова-

ния и выявления Mycoplasma genitalium» дает возможность обнаружи-

вать присутствие в биологическом материале M. genitalium при культи-

вировании в течение 3–21 суток.  

2. С использованием разработанной «Питательной среды для культи-

вирования и выявления Mycoplasma genitalium» и среды SP-4 накоплено, 

охарактеризовано (морфологические, ультраструктурные, генетические 

характеристики) и депонировано в «Специализированную коллекцию 

вирусов и бактерий, патогенных для человека» ГУ «РНПЦ эпидемиоло-

гии и микробиологии» два штамма M. genitalium (МГ-9 и МГ-20). 

3. Проведенное изучение фенотипической устойчивости депони-

рованных штаммов M. genitalium (МГ-9 и МГ-20) с применением куль-

турального метода позволило установить, что все рекомендованные для 

лечения инфекции урогенитального тракта, обусловленной M. genitalium, 

группы антибактериальных лекарственных средств (тетрациклины, мак-

ролиды) позволяют достичь угнетения роста возбудителя in vitro. При 

этом минимальные ингибирующие концентрации для исследованных 

лекарственных средств находятся в пределах от 0,002 мг/л (макролиды) 

до 1,0 мг/л (тетрациклины), что подтверждает высокую активность 

и эффективность антибактериального действия лекарственных средств 

группы макролидов в отношении M. genitalium.  

4. Применение метода количественной ПЦР-РВ позволило устано-

вить, что абсолютное угнетение роста M. genitalium in vitro достигается 

к 9–12 суткам эксперимента, что подтверждает необходимость адекват-

ного выбора длительности применения антибактериального лекарствен-

ного средства для полной элиминации инфекционного агента. 

5. Для культурального метода выявления M. genitalium с приме-

нением разработанной «Питательной среды для культивирования 

и выявления Mycoplasma genitalium» установлены высокие значения 

показателей аналитической чувствительности (10
3
 ГЭ/мл), аналитиче-

ской специфичности (79,53 %), сходимости (95,8 %), воспроизводимо-
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сти (95,8 %), диагностической чувствительности (78,51 %), диагности-

ческой специфичности (100 %). 

6. Использование разработанной «Питательной среды для культи-

вирования и выявления Mycoplasma genitalium» дает возможность мо-

нокультур возбудителя, что важно при проведении работ по изучению 

свойств возбудителя. 

7. Установлено, что частота выявления M. genitalium, фенотипиче-

ски устойчивой к действию антибактериальных лекарственных средств 

группы тетрациклинов (доксициклин), в обследованных группах пациен-

тов (беременные с осложнениями течения беременности и инфицирован-

ные M. genitalium) составила 43,16 ± 5,08 % (n = 41), частота выявления 

M. genitalium, фенотипически устойчивой к действию антибактериальных 

лекарственных средств группы макролидов (азитромицин) — 12,63 ± 3,37 % 

(n = 12).  

 

 

ГЛАВА 3 

ИЗУЧЕНИЕ НУКЛЕОТИДНЫХ ПЕРЕСТРОЕК В ГЕНАХ, 

КОНТРОЛИРУЮЩИХ ФОРМИРОВАНИЕ ФАКТОРОВ 

ПАТОГЕННОСТИ MYCOPLASMA GENITALIUM 

3.1. УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ МЕТОДА АНАЛИЗА НУКЛЕОТИДНЫХ 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ГЕНОВ mg191, mg192 И msrA  

MYCOPLASMA GENITALIUM 

В качестве биологического материала для усовершенствования ме-

тода анализа нуклеотидных последовательностей генов mg191, mg192 

и msrA M. genitalium с применением секвенирования использовали де-

понированные штаммы возбудителя МГ-9 и МГ-20. 

На первом этапе, с использованием программного обеспечения 

Vector NTI были подобраны пары праймеров (прямой — forward, обрат-

ный — reverse) для амплификации фрагментов генов mg191, mg192 

и msrA M. genitalium: 

mg191-f — GAAGTCTTGAGCCTTTCTAACCGC (forward), 

mg191-r — GCCTCAGTAAACTCCTTCTCTGCC (reverse).  

Данная пара праймеров позволяет амплифицировать специфиче-

ский фрагмент гена mg191 длиной в 930 п.о. Последовательность прай-

меров выбирали в соответствии с референсным штаммом Mycoplasma 

genitalium G37, complete genome; GenBank: L43967.2. 

mg192-f — GCACTAGCCAATACCTTCCTTGTC (forward), 

mg192-r — AGTTGGGTGATAACATTTCTTGGG (reverse). 
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Данная пара праймеров позволяет амплифицировать специфиче-

ский фрагмент гена mg192 длиной в 815 п.о. Последовательность прай-

меров выбирали в соответствии с референсным штаммом Mycoplasma 

genitalium G37, complete genome; GenBank: L43967.2. 

msrA-f — GAACCATCGCTTCACCTACATGAC (forward) 

msrA-r — CGTGACTTGGAACGCATTTGTG (reverse). 

Данная пара праймеров позволяет амплифицировать специфиче-

ский фрагмент гена msrA длиной в 1065 п.о. Последовательность прай-

меров выбирали в соответствии с референсным штаммом Mycoplasma 

genitalium G37, complete genome; GenBank: L43967.2. 

Для проведения реакции амплификации в пробирку объемом 

0,5 мл вносили:  

15,0 мкл 2Х Quick-Load Taq Master Mix (Праймтех, Республика 

Беларусь),  

1,1 мкл смеси эквивалентных концентраций праймеров,  

10,9 мкл воды (Nuclease-free water, Qiagen, Германия),  

25 мкл минерального масла, 

3 мкл ДНК выделенной сорбентным методом из культуральной 

жидкости.  

Состав амплификационной смеси был идентичен для всех генов 

и отличался только вносимой парой праймеров (для каждого гена). 

Общий объем реакции амплификации составлял 55 мкл.  

В соответствии с расчетной температурой отжига подобранных 

пар праймеров, а также с учетом длины амплифицируемых фрагментов 

были протестированы несколько режимов амплификации для каждого 

из изучаемых генов. При этом варьировали температуру отжига прай-

меров (от 54 °С до 58 °С), длительность этапа отжига праймеров (от 15 

до 20 секунд), длительность этапа элонгации (от 20 до 30 секунд). Ам-

плификацию проводили с использованием термоциклера «Терцик» 

(«ДНК-технология», Российская Федерация).  

Полученные в ходе амплификации фрагменты анализировали 

с применением метода электрофореза в 1,5 % агарозном геле с броми-

стым этидием. При этом оценивали уровень амплификации специфиче-

ских (на уровне 930 п.о., Mass DNA Ladder, Qiagen, Германия) и неспе-

цифических фрагментов ДНК в амплифицированном образце.  

Наилучший результат амплификации для гена mg191 был достиг-

нут при использовании режима: 1 цикл: 95 °С — 15 мин; 45 циклов: 

95 °С — 15 с, 55 °С — 20 с, 72 °С — 30 с; 1 цикл: 72 °С — 10 мин. 

Наилучший результат амплификации для гена mg192 был достиг-

нут при использовании режима: 1 цикл: 95 °С — 15 мин; 45 циклов: 

95 °С — 15 с, 55 °С — 15 с, 72 °С — 20 с; 1 цикл: 72 °С — 10 мин. 
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Наилучший результат амплификации для гена msrA был достигнут 

при использовании режима: 1 цикл: 95 °С — 15 мин; 45 циклов: 95 °С — 

15 с, 56 °С — 20 с, 72 °С — 40 с; 1 цикл: 72 °С — 10 мин. 

При использовании данных режимов амплификации на электрофо-

реграммах присутствовали четкие полоски на уровне детекции специ-

фических фрагментов, а уровень амплификации неспецифических фраг-

ментов был незначительным. 

После проведения этапа электрофореза из геля вырезали фрагмен-

ты, содержащие ампликоны, и извлекали из них ДНК с использованием 

набора реагентов QIAquick Gel extraction kit (Qiagen, Германия) для по-

становки секвенирующей ПЦР.  

Секвенирующую ПЦР проводили с использованием forward-

праймера для каждого гена и набора реагентов BigDye Terminator Cycle 

Sequencing kit v3.1 (Applied Biosystems, США) согласно инструкции 

производителя. Амплификацию выполняли на термоциклере «Терцик» 

(«ДНК-технология», Российская Федерация).  

Полученные фрагменты ДНК подвергали очистке с использовани-

ем DyeEx 2.0 Spin kit (Qiagen, Германия) и последующему анализу на 

генетическом анализаторе ABI Prism 310 (Applied Biosystems, США). 

Полученные данные о нуклеотидной последовательности анализи-

руемых генов сравнивали с зарегистрированными последовательностями 

генов в on-line поисковой системе BLAST (www.ncbi.nlm.nlm.nih.gov/ 

blast/bl2seq/bl2.html) для идентификации принадлежности той или иной 

последовательности к определенному гену.  

Для зарегистрированных штаммов МГ-9 и МГ-20 совпадение нук-

леотидных последовательностей генов mg191, mg192 и msrA с зареги-

стрированными (Mycoplasma genitalium G37, complete genome, GenBank: 

L43967.2) находилось на уровне 100 %. Это позволило сделать вывод 

о том, что специфичность разработанного метода для анализа нуклеот-

диных последовательностей генов mg191, mg192 и msrA M. genitalium 

составляет 100 % [140]. 

3.2. АНАЛИЗ НУКЛЕОТИДНЫХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ГЕНОВ mg191, 

mg192 И msrA MYCOPLASMA GENITALIUM В КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТАХ 

Для оценки наличия перестроек в генах mg191, mg192 и msrA 

M. genitalium были изучены нуклеотидные последовательности данных 

генов в образцах биологического материала пациентов основной груп-

пы, инфицированных M. genitalium (n = 95).  

В качестве референсной использовали нуклеотидную последователь-

ность Mycoplasma genitalium G37, complete genome, GenBank: L43967.2. 

http://www.ncbi.nlm.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html
http://www.ncbi.nlm.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html
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В ходе изучения нуклеотидных последовательностей генов mg191, 

mg192 и msrA M. genitalium были выявлены одно-, двух- и трехнуклеотид-

ные замены в их структуре в 18,95 ± 4,02 % (n = 18) образцов (табл. 3.1). 

Все изученные образцы несли изменения только в одном из генов. 

Таблица 3.1 

Нуклеотидные замены в последовательностях генов mg191, mg192  

и msrA M. genitalium 

Ген Количество замен Замена Количество образцов, n (%) 

mg191 

2 
C145A 

A217C 
6 (6,32 ± 2,49) 

3 

C145A 

A217C 

A243C 

2 (2,11 ± 1,48) 

mg192 

2 
 G117T 

T169C 
4 (4,21 ± 2,06) 

2 
A203C 

G216A 
2 (2,11 ± 1,48) 

msrA 1 A314G 4 (4,21 ± 2,06) 

 

Для гена mg191 были выявлены: замена двух нуклеотидов (C145A 

и A217C) в 6 образцах (6,32 ± 2,49 %) и замена трех нуклеотидов 

(C145A, A217C и A243C) в 2 образцах (2,11 ± 1,48 %). 

Для гена mg192 были выявлены: замена двух нуклеотидов (G117T 

и T169C) в 4 образцах (4,21 ± 2,06 %), а также замена двух нуклеотидов 

(A203C и G216A) в 2 образцах (2,11 ± 1,48 %). 

Для гена msrA была выявлена замена одного нуклеотида (A314G) 

в 4 образцах (4,21 ± 2,06 %), 

У пациентов подгруппы 1 были выявлены замены одного нуклео-

тида в гене msrA (n = 3). У пациентов подгруппы 2 были выявлены за-

мены двух и трех нуклеотидов в гене mg191 (n = 4 и n = 2 соответствен-

но), замена двух нуклеотидов в гене mg192 (n = 4), а также замена 

одного нуклеотида в гене msrA (n = 1). В образцах пациентов подгруппы 

3 были выявлены замены двух нуклеотидов в генах mg191 и mg192 

(n = 2 и n = 2) (табл. 3.2). 
Таблица 3.2 

Распределение нуклеотидных замены в обследованных группах 

Группа Ген Количество замен n 

Группа 1 msrA 1 3 

Группа 2 

mg191 
2 4 

3 2 

mg192 2 4 

msrA 1 1 

Группа 3 
mg191 2 2 

mg192 2 2 
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Использование метода секвенирующей ПЦР для анализа нуклео-

тидных последовательностей генов mg191, mg192 и msrA M. genitalium 

позволило выявить нуклеотидные замены и точно определить их лока-

лизацию в данных генах, контролирующих формирование факторов па-

тогенности возбудителя [140]. 

Выводы 

1. Усовершенствован метод анализа нуклеотидных последователь-

ностей генов, контролирующих формирование факторов патогенности 

M. genitalium, использование которого позволяет выявлять наличие нук-

леотидных замен в участках генов mg191, mg192 и msrA возбудителя. 

Аналитическая специфичность предложенного метода составляет 100 %. 

2. Проведенный с использованием усовершенствованного метода 

анализ нуклеотидных последовательностей участков генов mg191, mg192 

и msrA M. genitalium в образцах биологического материала позволил 

выявить наличие и локализацию нуклеотидных замен в этих генах. 

3. Частота встречаемости различных геновариантов M. genitalium 

в биологическом материале пациентов обследованных групп с учетом 

выявленных перестроек в гене mg191 составляет: замена двух нуклео-

тидов (C145A и A217C) — 6,32 ± 2,49 %, замена трех нуклеотидов 

(C145A, A217C и A243C) — 2,11 ± 1,48 %; в гене mg192: замена двух 

нуклеотидов (G117T и T169C) — 4,21 ± 2,06 %, замена двух нуклеоти-

дов (A203C и G216A) — 2,11 ± 1,48 %; в гене msrA: замена одного нук-

леотида (A314G) — 4,21 ± 2,06 %. 
 
 

ГЛАВА 4 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ 

УСТОЙЧИВОСТИ MYCOPLASMA GENITALIUM  

К АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫМ ЛЕКАРСТВЕННЫМ СРЕДСТВАМ 

4.1. УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ МЕТОДА ОДНОВРЕМЕННОГО ВЫЯВЛЕНИЯ 

ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫМ 

ЛЕКАРСТВЕННЫМ СРЕДСТВАМ ГРУПП ТЕТРАЦИКЛИНОВ И МАКРОЛИДОВ 

В качестве биологического материала использовали соскобы эпи-

телиальных клеток пациенток с моно-инфекцией урогенитального трак-

та, обусловленной M. genitalium (метод ПЦР-РВ) (n = 8), у которых была 

выявлена фенотипическая устойчивость к доксициклину (n = 3; образцы 

№ 1–3); к азитромицину (n = 3; образцы № 4–6); к обоим лекарственным 

средствам (n = 2; образцы № 7–8).  

Включение в геном M. genitalium стрептококковой детерминанты 

устойчивости к тетрациклину (например, tetM) является результатом 
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переноса генов между филогенетически неродственными микроорга-

низмами. Наличие гена tetM является маркером резистентности возбу-

дителя к антибактериальным лекарственным средствам группы тетра-

циклинов [68]. 

Устойчивость к антибактериальным препаратам из группы макро-

лидов у M. genitalium связана с нуклеотидными заменами в V домене 

гена 23S рРНК в позициях А2058, А2059 (E. coli). Наиболее частой нук-

леотидной заменой является замена А2058G. 

Исходя из изложенного, на первом этапе исследования были подо-

браны пары праймеров (forward и reverse) и TaqMan-зонды для гена tetM 

и измененного гена 23S рРНК (А2058G) M. genitalium с использованием 

программного обеспечения Vector NTI.  

Для гена tetM:  

tet-f-5 — TGGACAAAGGTACAACGAGGACG,  

tet-r-5 — GCGTGTCTATGATGTTCACCTTCG;  

tet-p-5 — FAM-TAATACGCTTTTAGAACGTCAGAGA-BHQ1; 

Streptococcus suis strain FX90 tetracycline resistance determinant 

(tetM) gene, complete cds; GenBank: GQ221244.1. Размер фрагмента 116 п.о. 

Для измененного гена 23S рРНК (А2058G):  

23S-f-2 — TGAAGACACCCGTTAGGCGCAA,  

23S-r-2 — CGAACTTGCATCAATTGCTCCTACC;  

23S-p-2 — ROX-GGAAAGACCCCGTGAAGCTTTACTG-BHQ1; 

Mycoplasma genitalium strain G-37 23S ribosomal RNA gene, com-

plete sequence; GenBank: NR_077054.1. Размер фрагмента 117 п.о. 

Для изучения возможности использования подобранных пар прай-

меров и зондов для амплификации каждого из исследуемых генов прово-

дили моноплексную ПЦР, отдельно для каждого гена. Для образцов 1–3 

и 7–8 — амплификацию гена tetM, для образцов 4–6 и 7–8 — амплифика-

цию измененного гена 23S рРНК (А2058G) (пробы ставили в дублях). 

В пробирку объемом 0,2 мл вносили: 15,0 мкл 2Х Quick-Load Taq 

Master Mix (Праймтех, Республика Беларусь), 1,1 мкл смеси эквива-

лентных концентраций праймеров и зонда, 10,9 мкл воды и 3 мкл выде-

ленной ДНК. Общий объем реакции составлял 30 мкл. Состав амплифи-

кационной смеси был универсален для всех генов и различался только 

вносимыми парой праймеров и зондом.  

Так как расчетная температура отжига всех пар праймеров была 

59–62 С, то для амплификации всех генов использовали универсаль-

ную программу. Амплификацию проводили с использованием термоци-

клера «Rotor-Gene-6000» («Corbett research», Австралия). Амплифика-

цию проводили по следующей программе: 1 цикл: 95 °С — 5 мин; 

40 циклов: 95 °С — 20 с, 60 °С — 20 с, 72 °С — 25 с.  
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Детекцию флуоресценции проводили по каналам Green (tetM) 

и Orange (23S рРНК (А2058G)).  

После завершения амплификации проводили анализ кривых флуо-

ресценции для определения значений пороговых циклов (CT). 

Если значения СТ по каналу Green находились в пределах 17–34 цик-

лов, то делали заключение о наличии в образце гена tetM (генетический 

маркер устойчивости к лекарственным средствам группы тетрациклинов). 

Если значения СТ по каналу Orange находились в пределах 17–34 циклов, 

делали заключение о наличии в образце измененного гена 23S рРНК 

(А2058G) (генетический маркер устойчивости к лекарственным сред-

ствам группы макролидов). Во всех исследованных образцах значения 

Ct были получены в пределах установленных значений (17–34 цикла). 

В образцах 1–3 и 7–8 значения Ct были получены по каналу Green. 

В образцах 4–6 и 7–8 — по каналу Orange. 

Дополнительно был проведен электрофоретический анализ полу-

ченных ампликонов с целью оценки уровня амплификации неспецифи-

ческих фрагментов ДНК. Во всех образцах присутствовали четкие по-

лоски фракции на уровне детекции специфических фрагментов.  

Для оценки аналитической специфичности разработанного метода 

ДНК из геля после проведения электрофореза извлекли с использованием 

набора реагентов QIAquick Gel extraction kit (Qiagen, Германия) и про-

водили постановку секвенирующей ПЦР с дальнейшим анализом нук-

леотидной последовательности полученных фрагментов ДНК.  

Секвенирующую ПЦР проводили с использованием BigDye Termi-

nator Cycle Sequencing kit v3.1 (Applied Biosystems, США). Полученные 

фрагменты ДНК подвергались очистке с использованием DyeEx 2.0 Spin 

kit (Qiagen, Германия) и последующему электрофоретическому анализу 

на генетическом анализаторе ABI Prism 310 (Applied Biosystems, США). 

Полученные данные о нуклеотидной последовательности образцов 

сравнивали с зарегистрированными последовательностями анализируемых 

генов в on-line поисковой системе BLAST (www.ncbi.nlm.nlm.nih.gov/ 

blast/bl2seq/bl2.html) для идентификации принадлежности той или иной 

последовательности к определенному гену. Для всех проанализирован-

ных образцов совпадение нуклеотидных последовательностей находи-

лось на уровне 100 %, что позволило сделать вывод о 100%-ной анали-

тической специфичности разработанного метода.  

Исходя из анализа результатов амплификации, образцы 2 (ген 

tetM) и 6 (измененный ген 23S рРНК (А2058G)) были взяты для оценки 

эффективности протекания ПЦР, т. к. для этих образцов значения поро-

говых циклов амплификации были самыми низкими. 

http://www.ncbi.nlm.nlm.nih.gov/%20blast/bl2seq/bl2.html
http://www.ncbi.nlm.nlm.nih.gov/%20blast/bl2seq/bl2.html
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Для оценки эффективности протекания ПЦР проводили амплифи-

кацию 10-кратных разведений образцов ДНК с целью построения стан-

дартной кривой. Концентрацию ДНК в неразведенном образце условно 

принимали за 100 и делали 10-кратные разведения (10, 1). Амплифика-

цию проб проводили в дублях.  

Рассчитанные значения корреляции (R
2
) между значениями поро-

говых циклов СТ и log10 условной концентрации ДНК в образце нахо-

дились на уровне от 0,997 для гена tetM и 0,993 — для гена 23S рРНК. 

Показатели эффективности ПЦР составили 1,67 для гена tetM и 1,65 — 

для гена 23S рРНК (А2058G). Все полученные результаты представлены 

в табл. 4.1.  
Таблица 4.1 

Значения пороговых циклов, эффективности и корреляции  

для генов tetM и 23S рРНК (А2058G) 

Ген 

Значения пороговых циклов (Ct) 

Е R2 100 10 1 

100.1 100.2 10.1 10.2 1.1 1.1 

tetM 25,41 25,62 29,28 29,22 35,17 35,48 1,67 0,997 

23S рРНК 27,03 27,14 31,21 31,5 38,42 38,82 1,65 0,993 

 

В качестве внутреннего контроля использовали house-keeping ген 

M. genitalium gap (кодирующий glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). 

Определение house-keeping гена проводили в тех же образцах, в которых 

оценивали амплификацию исследуемых таргетных генов (tetM и 23S 

рРНК (А2058G)).  

Для амплификации гена gap использовали специально подобран-

ные праймеры и TaqMan-зонд:  

gap-f — ACACTGGAACACGGAGTGACATCC,  

gap-r — GCCAACAACAACAGGAGCAGCTAA,  

gap-p — JOE-AAGTTTGCCATTTGCTTCTGGAACA-BHQ2. 

Размер фрагмента 114 п.о. 

При выявлении в исследуемом материале по каналу Yellow (ген gap) 

значений СТ в пределах 17–34 циклов делали заключение о наличии 

M. genitalium в данном образце и возможности проведения дальнейшего 

анализа данных флуоресценции по каналам Green и Orange. 

Оценка эффективности протекания реакции амплификации для 

выбранного референсного гена gap позволила установить, что при ис-

пользовании подобранных пары праймеров, зонда и условий амплифи-

кации (которые были использованы и для таргетных генов) рассчитан-

ное значение эффективности ПЦР составило 1,66.  

Сравнение эффективностей протекания ПЦР для house-keeping гена 

gap и таргетных генов (tetM и 23S рРНК (А2058G)) позволило сделать 
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вывод о возможности проведения мультиплексной ПЦР для одновре-

менной амплификации всех трех генов в одной пробирке, т. к. отклоне-

ния показателей эффективности не превышали 0,2.  

Далее была проведена оптимизация мультиплексной ПЦР, при ко-

торой в одной пробирке одновременно амплифицировали оба исследуе-

мых гена (tetM и 23S рРНК (А2058G)) и house-keeping ген gap. При этом 

детекцию таргетных генов проводили по каналам Green и Orange, т. к. 

зонды для данных генов были мечены флуорофором FAM и ROX, а де-

текцию гена gap проводили по каналу Yellow, т. к. зонд для него был 

мечен флуорофором JOE.  

В пробирку объемом 0,2 мл вносили 15,0 мкл 2Х Quick-Load Taq 

Master Mix (Праймтех, Республика Беларусь), 8,7 мкл воды, по 1,1 мкл 

смеси эквивалентных концентраций праймеров и зонда каждого из ис-

следуемых генов (tetM и 23S рРНК (А2058G)), 1,1 мкл смеси эквивалент-

ных концентраций праймеров и зонда гена gap и 3 мкл выделенной ДНК. 

После тестирования нескольких режимов амплификации, в которых 

варьировали температура и длительность этапа отжига праймеров, был 

выбран режим амплификации: 1 цикл: 95 °С — 5 мин; 40 циклов: 95 °С — 

25 с, 60 °С — 25 с, 72 °С — 25 с при использовании термоциклера «Rotor-

Gene-6000» («Corbett research», Австралия) [126, 131, 137, 144, 147]. 

4.2. РАСЧЕТ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ ЗНАЧИМОСТИ ТЕСТА 

ОДНОВРЕМЕННОГО ВЫЯВЛЕНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ 

УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫМ ЛЕКАРСТВЕННЫМ 

СРЕДСТВАМ ГРУПП ТЕТРАЦИКЛИНОВ И МАКРОЛИДОВ 

В качестве материала для проведения исследования использовали 

образцы, полученные при культивировании M. genitalium с применением 

«Питательной среды для культивирования и выявления Mycoplasma 

genitalium» в течение 21 суток (биологический материал от пациенток 

основной (n = 95) и контрольной (n = 30) групп) (см. гл. 2.4, 2.5).  

Для расчета показателей диагностической чувствительности, диа-

гностической специфичности, прогностической ценности положительно-

го и отрицательного результатов разработанного метода в исследуемом 

материале проводили выявление генетических маркеров устойчивости 

M. genitalium к действию антибактериальных лекарственных средств 

групп тетрациклинов (ген tetM) и макролидов (измененный ген 23S 

рРНК (А2058G)) с использованием усовершенствованной мультиплекс-

ной ПЦР-РВ. 

В качестве референсного метода использовали культуральный ме-

тод определения фенотипической устойчивости M. genitalium с приме-
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нением «Питательной среды для культивирования и выявления Myco-

plasma genitalium» (n = 125) (см. гл. 3.6). Результаты, полученные в ходе 

проведения лабораторных тестов, представлены в табл. 4.2.  
Таблица 4.2 

Результаты определения фенотипической и генетической устойчивости  

M. genitalium в изолятах (n = 125) 

Фенотипическая 

устойчивость  

к доксициклину,  

% (n) 

Присутствие tetM 

гена, % (n) 

Фенотипическая 

устойчивость  

к азитромицину,  

% (n) 

Анализ гена 23S 

рРНК, % (n) 

32,8 ± 4,19 (n = 41) 28,0 ± 4,02 (n = 35) 9,6 ± 2,63 (n = 12) 8,8 ± 2,53 (n = 11) 

 

Расчет показателей диагностической чувствительности, диагно-

стической специфичности, прогностической ценности положительного 

и отрицательного результатов теста проводили по формулам 2.4–2.7. 

Значения показателей диагностической специфичности и прогно-

стической ценности положительного результата теста составили 100 % 

как при выявлении генетических маркеров устойчивости к антибактери-

альным лекарственным средствам группы тетрациклинов, так и группы 

макролидов. Значения диагностической чувствительности и прогности-

ческой ценности отрицательного результата теста при выявлении гене-

тических маркеров устойчивости к антибактериальным лекарственным 

средствам группы тетрациклинов были определены на уровне 85,37 % 

и 93,33 % соответственно. Значения показателей диагностической чув-

ствительности и прогностической ценности отрицательного результата 

теста при выявлении генетических маркеров устойчивости к антибакте-

риальным лекарственным средствам группы макролидов были опреде-

лены на уровне 91,67 % и 99,12 % соответственно. 

Результаты расчета данных показателей представлены в табл. 4.3, 4.4. 
Таблица 4.3 

Результаты оценки ДЧ, ДС, ПЦ+, ПЦ-метода выявления генетических маркеров 

устойчивости к антибактериальным лекарственным средствам группы  

тетрациклинов у M. genitalium (n = 125) 

Культуральный метод Мультиплексная ПЦР-РВ 

n % n % ДЧ ДС ПЦ+ ПЦ– 

41 32,8 ± 4,19 35 28,0 ± 4,02 85,37 100 100 93,33 

 
Таблица 4.4 

Результаты оценки ДЧ, ДС, ПЦ+, ПЦ-метода выявления генетических маркеров 

устойчивости к антибактериальным лекарственным средствам  

группы макролидов у M. genitalium (n = 125) 

Культуральный метод Мультиплексная ПЦР-РВ 

n % n % ДЧ ДС ПЦ+ ПЦ– 

12 9,6 ± 2,63 11 8,8 ± 2,53 91,67 100 100 99,12 
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4.3. АПРОБАЦИЯ МЕТОДА ОДНОВРЕМЕННОГО ВЫЯВЛЕНИЯ 

ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫМ 

ЛЕКАРСТВЕННЫМ СРЕДСТВАМ ГРУПП ТЕТРАЦИКЛИНОВ И МАКРОЛИДОВ 

В качестве биологического материала для выполнения исследова-

ний использовали соскобы эпителиальных клеток из уретры и церви-

кального канала пациенток основной группы исследования (n = 95), 

в которых проводили определение генетических маркеров устойчивости 

к антибактериальным лекарственным средствам групп тетрациклинов 

и макролидов.  

Анализ полученных в ходе исследования данных позволил устано-

вить, что генетические маркеры устойчивости к лекарственным сред-

ствам группы тетрациклинов присутствуют в 56,84 ± 5,08 % образцов 

(n = 54). При этом из 54 образцов присутствие tetM гена было обнару-

жено у 18 пациентов (33,33 ± 4,84 %) из подгруппы 1, у 27 пациентов 

(50,0 ± 5,13 %) из подгруппы 2, и у 9 пациентов (16,67 ± 3,82 %) из под-

группы 3. 

Сопоставление результатов определения фенотипической устой-

чивости к доксициклину (см. главу 2.6) и молекулярно-генетического 

анализа позволило установить, что у пациентов из группы 1 (моно-

M. genitalium-инфекция) фенотипическая устойчивость к доксициклину 

была выявлена у 21 пациента, а ген tetM был обнаружен в 18 образцах 

(табл. 4.5).  
Таблица 4.5 

Результаты определения устойчивости к доксициклину  

в обследованных группах пациентов 

Группа n Фенотипическая устойчивость Присутствие tetM гена 

Подгруппа 1 34 21 18 

Подгруппа 2 40 13 27 

Подгруппа 3 21 7 9 

Всего 95 41 54 

 

Несовпадение результатов можно объяснить тем, что присутствие 

гена tetM является основным, но не единственным механизмом форми-

рования устойчивости к лекарственным средствам группы тетрацикли-

нов у микроорганизмов. Совпадение результатов при использовании 

культурального и молекулярно-генетического методов при обследова-

нии пациентов подгруппы 1 составило 85,71 ± 3,59 %.  

В ходе анализа результатов, полученных при обследовании паци-

ентов подгруппы 2, у которых M. genitalium присутствовала в биологи-

ческом материале в ассоциации с ОПМ, ген tetM был выявлен в образцах 

27 пациентов, в то время как фенотипическая устойчивость M. genitalium 
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к доксициклину была обнаружена только в 13 образцах. Совпадение ре-

зультатов при использовании культурального и молекулярно-гене-

тического методов при обследовании пациентов подгруппы 2 составило 

48,15 ± 5,12 %.  

У пациентов подгруппы 3 (ассоциация M. genitalium и УПМ) ген tetM 

был выявлен в образцах биологического материала 9 пациентов, а с ис-

пользованием культурального метода устойчивость M. genitalium была 

обнаружена в образцах 7 пациентов. Совпадение результатов определе-

ния устойчивости к лекарственным средствам группы тетерациклинов 

при использовании культурального и молекулярно-генетического мето-

дов при обследовании пациентов подгруппы 3 составило 77,78 ± 4,27 %. 

Полученные данные можно объяснить присутствием в биологиче-

ском материале пациентов подгрупп 2 и 3 других возбудителей ИППП, 

которые также могут нести в своем геноме tetM ген. В ходе проведения 

молекулярно-генетических исследований происходит выделение и ана-

лиз суммарной ДНК (ДНК всех микроорганизмов, присутствующих 

в образце), в результате чего выявление tetM гена происходит независимо 

от того, в геноме какого из микроорганизмов он изначально присут-

ствовал. При определении фенотипической устойчивости с использова-

нием культурального метода в селективной среде может расти и раз-

множаться только M. genitalium. 

Генетические маркеры устойчивости к лекарственным средствам 

группы макролидов были выявлены в 16,84 ± 3,84 % образцов (n = 16). При 

этом из 16 образцов присутствие измененного гена 23S рРНК (A2058G) 

было обнаружено у 3 пациентов (18,75 ± 4,01 %) из подгруппы 1, у 9 па-

циентов (56,25 ± 5,09 %) из подгруппы 2, и у 4 пациентов (25,0 ± 4,44 %) 

из подгруппы 3.  

Сопоставление результатов определения фенотипической устой-

чивости к азитромицину (см. главу 2.6) и молекулярно-генетического 

анализа позволило установить, что у пациентов из подгруппы 1 (моно-

M. genitalium-инфекция) фенотипическая устойчивость к азитромицину 

была выявлена у 4 пациентов, а измененный ген 23S рРНК (A2058G) 

был обнаружен в 3 образцах (табл. 4.6).  
Таблица 4.6 

Результаты определения устойчивости к азитромицину  

в обследованных группах пациентов 

Группа n Фенотипическая устойчивость Анализ гена 23S рРНК 

Группа 1 34 4 3 

Группа 2 40 6 9 

Группа 3 21 2 4 

Всего 95 12 15 

 



56 

Несовпадение результатов можно объяснить тем, что выбранные 

для молекулярно-генетического анализа изменения в гене 23S рРНК 

(A2058G) являются основным, но не единственным механизмом форми-

рования устойчивости к лекарственным средствам группы макролидов 

у микроорганизмов. Совпадение результатов при использовании куль-

турального и молекулярно-генетического методов при обследовании 

пациентов подгруппы 1 составило 75,0 ± 4,44 %.  

В ходе анализа результатов, полученных при обследовании паци-

ентов подгруппы 2, у которых M. genitalium присутствовала в биологи-

ческом материале в ассоциации с ОПМ, измененный ген 23S рРНК 

(A2058G) был выявлен в образцах 9 пациентов, в то время как феноти-

пическая устойчивость M. genitalium к азитромицину была обнаружена 

только в 6 образцах. Совпадение результатов при использовании куль-

турального и молекулярно-генетического методов при обследовании 

пациентов группы 2 составило 66,67 ± 4,84 %. 

У пациентов подгруппы 3 (ассоциация M. genitalium и УПМ) изме-

ненный ген 23S рРНК (A2058G) был выявлен в образцах 4 пациентов, 

а с использованием культурального метода устойчивость M. genitalium 

была обнаружена в образцах 2 пациентов. Совпадение результатов при 

использовании культурального и молекулярно-генетического методов 

при обследовании пациентов подгруппы 3 составило 50,0 ± 5,13 %. 

Полученные данные можно объяснить присутствием в биологиче-

ском материале пациентов подгрупп 2 и 3 других возбудителей ИППП, 

которые также могут нести в своем геноме измененный ген 23S рРНК 

(A2058G).  

На основании полученных результатов можно сделать вывод о том, 

что использование культурального метода с применением селективной 

питательной среды позволяет определять устойчивость именно M. geni-

talium к действию антибактериальных лекарственных средств. Метод 

молекулярно-генетического анализа позволяет выявлять генетические 

детерминанты, отвечающие за формирование антибиотикорезистентно-

сти у всей совокупности микроорганизмов, присутствующих в образце 

биологического материала. Однако необходимо принимать во внимание 

и тот факт, что присутствие в геноме микроорганизмов отдельных гене-

тических маркеров является лишь одним из механизмов формирования 

устойчивости к антибактериальным лекарственным средствам. Все это 

может обусловливать несовпадение результатов при определении фено-

типической устойчивости с применением культурального метода и при 

использовании методов молекулярно-генетического анализа для выяв-

ления генетических маркеров антибиотикорезистентности [131, 137]. 
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В случае необходимости уточнения присутствия генетических 

маркеров устойчивости к антибактериальным лекарственным средствам 

именно в клетках M. genitalium необходимо использовать комбиниро-

ванный метод, включающий культивирование M. genitalium на селек-

тивной питательной среде («Питательная среда для культивирования 

и выявления Mycoplasma genitalium») с последующим выявлением гене-

тических маркеров устойчивости в культуре возбудителя. 

Выводы 

1. Усовершенствован метод одновременного выявления генетиче-

ских маркеров устойчивости к антибактериальным лекарственным 

средствам групп тетрациклинов и макролидов у M. genitalium с исполь-

зованием метода ПЦР-РВ. Аналитическая специфичность разработанного 

способа составляет 100 % (референс-метод — метод секвенирующей ПЦР). 

2. ДЧ теста выявления генетических маркеров устойчивости к ан-

тибактериальным лекарственным средствам группы тетрациклинов (ген 

tetM) составила 85,37 %, ДС — 100 %, прогностическая ценность поло-

жительного результата теста (ПЦ+) — 100 %, прогностическая ценность 

отрицательного результата теста (ПЦ–) — 93,33 %. ДЧ теста выявления 

генетических маркеров устойчивости к антибактериальным лекарствен-

ным средствам группы макролидов (измененный ген 23S рРНК (A2058G)) 

составила 91,67 %, ДС — 100 %, ПЦ+ — 100 %, ПЦ– — 99,12 %.  

3. Частота выявления в биологическом материале беременных 

с осложнениями течения беременности и инфицированных M. genitalium 

генетических маркеров устойчивости к лекарственным средствам груп-

пы тетрациклинов составляет 56,84 ± 5,08 %, группы макролидов — 

16,84 ± 3,84 %.  

4. Среди образцов, в которых установлено присутствие tetM гена, 

33,33 ± 4,84 % составляли образцы с моно-инфицированием M. genita-

lium, 50,0 ± 5,13 % — образцы с ассоциацией M. genitalium и ОПМ, 

16,67 ± 3,82 % — образцы с ассоциацией M. genitalium и УПМ.  

5. Среди образцов с выявленными изменениями в гене 23S рРНК 

(A2058G) 18,75 ± 4,01 % составляли образцы с моно-инфицированием 

M. genitalium, 56,25 ± 5,09 % — образцы с ассоциацией M. genitalium 

и ОПМ, 25,0 ± 4,44 % — образцы с ассоциацией M. genitalium и УПМ. 

6. Совпадение результатов при использовании культурального 

и молекулярно-генетического методов определения устойчивости мик-

роорганизмов к действию антибактериальных лекарственных средств 

составляет 75,93 ± 4,39 % для группы тетрациклинов и 80,0 ± 4,1 % — для 

группы макролидов, что можно объяснить присутствием в биологическом 

материале пациентов генетического материала других микроорганизмов, 

которые также могут нести генетические детерминанты устойчивости. 
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7. Использование культурального метода позволяет определять 

устойчивость именно M. genitalium к антибактериальным лекарствен-

ным средствам, в то время как метод молекулярно-генетического анализа 

позволяет выявлять генетические детерминанты, отвечающие за форми-

рование антибиотикорезистентности у всей совокупности микроорга-

низмов, присутствующих в образце биологического материала. 

8. С целью выявления присутствия генетических маркеров устой-

чивости к антибактериальным лекарственным средствам именно в клет-

ках M. genitalium необходимо использовать комплексный метод, вклю-

чающий культивирование M. genitalium на селективной питательной 

среде («Питательная среда для культивирования и выявления Myco-

plasma genitalium») с последующим выявлением генетических маркеров 

устойчивости в культуре возбудителя. 
 

 

ГЛАВА 5 

ОЦЕНКА СОСТОЯНИЯ БИОХИМИЧЕСКИХ  

И ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ  

В УРОГЕНИТАЛЬНОМ ТРАКТЕ БЕРЕМЕННЫХ  

ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ MYCOPLASMA GENITALIUM 

5.1. ОЦЕНКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ БИОХИМИЧЕСКИХ ЛАБОРАТОРНЫХ ТЕСТОВ, 

ОТРАЖАЮЩИХ МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ В УРОГЕНИТАЛЬНОМ 

ТРАКТЕ БЕРЕМЕННЫХ ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ MYCOPLASMA GENITALIUM 

В качестве биологического материала использовали слизь и соско-

бы эпителиальных клеток из урогенитального тракта пациенток основ-

ной (n = 95) и контрольной (n = 30) групп.  

С учетом различных вариантов инфицирования пациентки основной 

группы исследования были разделены на три подгруппы: подгруппа 1 — 

34 пациентки, в биологическом материале которых была выявлена ДНК 

M. genitalium в виде моно-инфекции; подгруппа 2 — 40 пациенток, 

в биологическом материале которых была выявлена ДНК M. genitalium 

в ассоциации с ДНК облигатно-патогенных микроорганизмов (ОПМ) 

(C. trachomatis, T. vaginalis); подгруппа 3 — 21 пациентка, в биологиче-

ском материале которых была выявлена ДНК M. genitalium в ассоциации 

с ДНК условно-патогенных микроорганизмов (УПМ) (Ur. urealyticum, 

M. hominis). 

В контрольную группу были включены 30 практически здоровых 

беременных женщин без осложнений течения беременности, в биологи-

ческом материале которых не выявили ДНК возбудителей ИППП (ме-

тод ПЦР-РВ). 
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Медиана возраста пациентов составила 31,6 (20,4/41,3) лет. 

Общими критериями включения пациенток в исследование были 

следующие:  

– пациентки на сроке I – начало II триместра беременности, 

с осложнениями течения беременности инфекционной этиологии;  

– пациентки, от которых получено информированное согласие на 

участие в исследовании; 

Критериями исключения были следующие: 

– пациентки с тяжелыми соматическими и психическими заболе-

ваниями; 

– пациентки, которым в период беременности была проведена 

местная или общая антибактериальная терапия; 

– пациентки, которым в период беременности была проведена 

гормональная терапия. 

В качестве биологического материала для определения биохимиче-

ских и иммунологических показателей использовали слизь из урогени-

тального тракта пациенток. Взятие биологического материала осуществ-

ляли с использованием ложки Фолькмана в пробирки объемом 1,5 мл 

(типа «эппендорф», Германия) до проведения мануального исследования. 

Материал сразу же доставляли в лабораторию. Отбирали ложкой Фольк-

мана из пробирки 0,5 г слизи. Взвешивание проводили в пробирках типа 

«эппендорф» (масса материала = (общая масса «эппендорфа» и матери-

ала) – (масса пустого «эппендорфа»)) (весы Adventurer, OHAUS, Китай). 

Далее вносили в пробирку равное по массе количество стерильного фи-

зиологического раствора (0,9 % раствора хлорида натрия). Образцы 

биологического материала центрифугировали 3000 об./мин в течение 

20 мин (центрифуга MPW55, Польша). Супернатант переносили в чистую 

пробирку и использовали для выполнения исследований [118, 119]. 

В биологическом материале проводили определение содержания 

первичных (ДК233) и вторичных (ДК278, МДА) метаболитов ПОЛ, актив-

ности ЛДГ, концентрации ДНК M. genitalium.  

Принцип метода определения ДК233 и ДК278 основан на установле-

нии их содержания в биологическом материале по поглощению липид-

ным экстрактом монохроматического светового потока в ультрафио-

летовой области спектра (233 нм — диеновые конъюгаты; 278 нм — 

диенкетоны). Учет результатов при определении содержания диенкетонов 

и диенконъюгатов проводили с помощью спектрофотометра «UV-VIS 

спектрофотометр PB 2201 Solar» (Республика Беларусь) [120]. Расчет 

проводили в единицах оптической плотности на 1 мл биологического 

материла, а также проводили пересчет содержания ДК233 и ДК278 с уче-

том разведения биологического материала в 2 раза.  
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Принцип метода определения МДА основан на образовании окра-

шенного комплекса, содержащего одну молекулу МДА и две молекулы 

тиобарбитуровой кислоты. Интенсивность окраски образованного ком-

плекса измеряли при длине волны 540 нм на спектрофотометре «Solar 

PV 1251» (Республика Беларусь) [120 с. 89, 121 с. 315]. Расчет концен-

трации МДА (мкмоль/л) проводили с учетом коэффициента молярной 

экстинции МДА и разведения биологического материала в 2 раза. 

Определение активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ) проводили 

кинетическим методом с использованием зарегистрированного коммер-

ческого диагностического набора для определения активности лактатде-

гидрогеназы Liquick Cor-LDH 30 (PZ CORMAY S.A., Польша).  

Принцип метода основан на различии спектров поглощения окис-

ленной и восстановленной форм NAD при 340 нм. Скорость окисления 

NADH в NAD
+
 пропорциональна активности ЛДГ (формула 5.1): 

Пируват + NADH + H
+
 ←

ЛДГ
→ лактат + NAD

+
  (5.1) 

Исследование проводили с использованием автоматического био-

химического анализатора Dialab (Австрия). Расчет активности проводи-

ли с учетом разведения биологического материала в 2 раза. 

В ходе анализа полученных данных установлено, что содержание 

первичных и вторичных метаболитов ПОЛ (ДК233, ДК278 и МДА) досто-

верно выше в биологическом материале пациентов, инфицированных 

M. genitalium, в сравнении с показателями пациентов контрольной груп-

пы (тест Манна–Уитни, p < 0,05) (табл. 5.1).  
Таблица 5.1 

Значения содержания продуктов ПОЛ, активности ЛДГ и уровня ДНК M. genitalium 

в биологическом материале пациентов обследованных групп 

Показатель 

Значения содержания, Me (min…max) 

Основная 

группа  

исследования 

Подгруппа 1 Подгруппа 2 Подгруппа 3 
Контрольная 

группа 

ДК233  

(усл. ед./мл) 

1,92 

(0,0...9,42)* 

1,37 

(0,0...5,31)* 

2,6 

(0,0...9,42)* 

1,52 

(0,0...3,15) 

0,0 

(0,0...5,31) 

ДК278 

(усл. ед./мл) 

0,21 

(0,0...0,96)* 

0,15 

(0,0...0,67) 

0,26 

(0,0...0,96)* 

0,19 

(0,0...0,42) 

0,0 

(0,0...0,67) 

МДА 

(мкмоль/л) 

2,13 

(0,26...11,65)* 

1,77 

(0,26...11,65) 

2,46 

(0,91...10,23)* 

2,15 

(0,62...4,12)* 

1,44 

(0,21...3,65) 

ЛДГ 
(Е/л) 

0,0 
(0,0...91,0)* 

0,0 (0,0...0,0) 
0,0 

(0,0...91,0)* 
0,0 (0,0...0,0) 

0,0  
(0,0...0,0) 

ДНК  

M. genitalium 

(ГЭ/л) 

59,66 
(0,05...902,19) 

12,51 
(0,05...85,32) 

466,79 
(83,89...902,19) 

38,41 
(0,06...134,2) 

– 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями контрольной группы (критерий 

Манна–Уитни). 
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Сравнение значений изученных показателей с использованием 

критерия Краскала–Уоллеса позволило установить наличие достовер-

ных отличий между значениями всех показателей для подгрупп 1–3 

и контрольной группы (ДК233 — р < 0,001 (χ
2
 = 27,33); ДК278 — р = 0,001 

(χ
2
 = 17,58); МДА — р = 0,004 (χ

2
 = 13,33); ЛДГ — р = 0,001 (χ

2
 = 15,61)). 

Дальнейший попарный анализ с использованием критерия Манна–Уитни 

позволил выявить достоверные отличия между показателями подгруппы 

2 (инфицирование M. genitalium и ОПМ) и контрольной группы для всех 

показателей, между показателями подгрупп 1 и 4 для ДК233 и между по-

казателями подгрупп 3 и 4 для МДА. Таким образом, на фоне присут-

ствия в биологическом материале пациентов инфекционных агентов 

было установлено достоверное увеличение содержания первичных 

и вторичных продуктов ПОЛ (ДК233, ДК278, МДА), а также маркера по-

вреждения клеток — ЛДГ. Изменения в значениях лабораторных пока-

зателей были наиболее выражены в подгруппе пациентов, инфициро-

ванных ассоциацией M. genitalium и ОПМ.  

В ходе изучения нуклеотидных последовательностей генов mg191, 

mg192 и msrA M. genitalium были выявлены одно-, двух- и трехнуклео-

тидные замены в их структуре в 18,95±4,02 % (n=18) образцов (Myco-

plasma genitalium G37, complete genome, GenBank: L43967.2) (см. главу 5). 

Дальнейший анализ лабораторных показателей проводился, исходя 

из деления образцов в соответствии с выявленными вариантами реорга-

низации генома M. genitalium: отсутствие перестроек в изученных ге-

нах; замена одного нуклеотида (ген msrA); замена двух или трех нуклео-

тидов (гены mg191, mg192).  

Анализ результатов значений содержания ДК233 с использованием 

критерия Манна–Уитни позволил установить, что в образцах биологи-

ческого материала, где присутствовала M. genitalium с двух- и трех нук-

леотидными заменами в гене mg191, было выявлено достоверное увели-

чение содержания ДК233 в сравнении с показателями в образцах, 

содержащих M. genitalium без перестроек в изучаемых генах (р = 0,003). 

Статистический анализ результатов определения уровня ДК233 

в образцах, содержащих M. genitalium с перестройками в гене mg192, 

позволил выявить достоверное увеличение значений данного показателя 

с уровнем статистической значимости р = 0,014 в образцах, содержащих 

M. genitalium с заменами нуклеотидов в сравнении с аналогичными по-

казателями в образцах без генетических перестроек.  

Присутствие в биологическом материале M. genitalium с нуклео-

тидными заменами в гене msrA (ген антиоксидантного фермента) не было 

ассоциировано с достоверным изменением в значениях уровня ДК233 

(р = 0,39) (табл. 5.2). 
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Таблица 5.2 

Значения содержания ДК233 в биологическом материале при перестройках  

в генах mg191, mg192, msrA M. genitalium 

Ген Вариант реорганизации генома n 
Значения содержания ДК233, 

Me (min…max), усл. ед./мл 

 
Отсутствие нуклеотидных замен  

в изучаемых генах 
77 1,78 (0,0...5,31) 

mg191 

C145A + A217C 

или 
C145A + A217C + A243C 

8 5,87 (4,68...6,01)* 

mg192 

G117T + T169C 

или 

A203C + G216A 

6 8,08 (6,74...9,42)* 

msrA A314G 4 2,38 (1,13...3,11) 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями в образцах, в которых присут-

ствует M. genitalium без выявленных нуклеотидных замен (критерий Манна–Уитни). 
 

Применение критерия Манна–Уитни для анализа значений показа-

теля ДК278 позволило выявить его достоверное увеличение в образцах, 

в которых было выявлено присутствие M. genitalium с заменами двух 

и трех нуклеотидов в гене mg191(р = 0,003 и р = 0,014 соответственно) 

в сравнении с показателями в образцах, в которых присутствовала 

M. genitalium без нуклеотидных замен в исследуемых генах. Достовер-

ное увеличение содержания ДК278 было установлено в образцах, содер-

жащих M. genitalium с нуклеотидными заменами в генах mg192 

(р = 0,014) и msrA (р = 0,015) (табл. 5.3). 
Таблица 5.3 

Значения содержания ДК278 в биологическом материале при перестройках  

в генах mg191, mg192, msrA M. genitalium 

Ген Вариант реорганизации генома n 
Значения содержания ДК278, 

Me (min…max), усл. ед./мл 

 
Отсутствие нуклеотидных замен  

в изучаемых генах 
77 0,19 (0,0...0,45) 

mg191 

C145A + A217C 

или 

C145A + A217C + A243C 

8 0,79 (0,62...0,87)* 

mg192 

G117T + T169C 

или 

A203C + G216A 

6 0,88 (0,84...0,92)* 

msrA A314G 4 0,34 (0,25...0,67)* 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями в образцах, в которых присут-
ствует M. genitalium без выявленных нуклеотидных замен (критерий Манна–Уитни). 

 

В ходе статистического анализа с использованием критерия Манна–

Уитни было установлено, что достоверное увеличение содержания 

МДА происходило в образцах, в которых присутствовала M. genitalium 
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с нуклеотидными заменами в генах mg191 (р = 0,003), mg192 (р = 0,016) 

и msrA (р=0,012) в сравнении с аналогичными показателями в образцах, 

в которых присутствовала M. genitalium без нуклеотидных замен в изу-

чаемых генах (табл. 5.4). 
Таблица 5.4 

Значения содержания МДА в биологическом материале при перестройках  

в генах mg191, mg192, msrA M. genitalium 

Ген Вариант реорганизации генома n 
Значения содержания МДА, 

Me (min…max), мкмоль/л 

 
Отсутствие нуклеотидных замен  

в изучаемых генах 
77 1,89 (0,26...4,12) 

mg191 
C145A + A217C 

или 

C145A + A217C + A243C 

8 5,75 (5,03...6,47)* 

mg192 
G117T + T169C 

или 

A203C + G216A 

6 9,45 (9,26...9,64)* 

msrA A314G 4 6,89 (5,88...11,65)* 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями в образцах, в которых присут-
ствует M. genitalium без выявленных нуклеотидных замен (критерий Манна–Уитни). 

 

Данные, полученные в ходе определения активности ЛДГ в биоло-

гическом материале пациентов, представлены в табл. 5.5. 
Таблица 5.5 

Значения активности ЛДГ в биологическом материале при перестройках  

в генах mg191, mg192, msrA M. genitalium 

Ген Вариант реорганизации генома n 
Значения активности ЛДГ, 

Me (min…max), Е/л 

 
Отсутствие нуклеотидных замен  

в изучаемых генах 
77 0,0 (0,0...0,0) 

mg191 
C145A + A217C 

или 

C145A + A217C + A243C 

8 61,0 (52,0...84,0)* 

mg192 

G117T + T169C 

или 
A203C + G216A 

6 82,0 (73,0...91,0)* 

msrA A314G 4 0,0 (0,0...0,0) 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями в образцах, в которых присут-
ствует M. genitalium без выявленных нуклеотидных замен (критерий Манна–Уитни). 

 

Результаты статистического анализа значений активности ЛДГ поз-

волили выявить достоверное увеличение данного показателя в образцах, 

содержащих M. genitalium с нуклеотидными заменами в генах mg191 

(p < 0,001) и mg192 (p < 0,001), в сравнении с показателями в образцах, 

в которых присутствовала M. genitalium без нуклеотидных замен в изу-
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чаемых генах (критерий Манна–Уитни). Присутствие в биологическом 

материале M. genitalium с нуклеотидными заменами в гене msrA не было 

ассоциировано с достоверным изменением в значениях активности ЛДГ. 

В ходе анализа значений концентраций ДНК M. genitalium в соско-

бах эпителиальных клеток из урогенитального тракта пациенток было 

выявлено достоверное увеличение значений данного показателя в об-

разцах биологического материала, в которых присутствовала M. genita-

lium с заменами в генах mg191 (р = 0,003) и mg192 (р = 0,016), в сравне-

нии с показателями в образцах, в которых присутствовала M. genitalium 

без нуклеотидных замен в изучаемых генах (критерий Манна–Уитни). 

Для образцов, содержащих M. genitalium с перестройками в гене msrA, 

достоверных изменений в концентрации ДНК M. genitalium выявлено 

не было (р = 0,093) (табл. 5.6). 
Таблица 5.6 

Значения концентрации ДНК M. genitalium в биологическом материале  

при перестройках в генах mg191, mg192, msrA M. genitalium 

Ген Вариант реорганизации генома n 

Значения концентрации ДНК 

M. genitalium, Me (min…max), 

ГЭ/л 

 
Отсутствие нуклеотидных замен  

в изучаемых генах 
77 71,98 (3,28...689,62) 

mg191 

C145A + A217C 

или 

C145A + A217C + A243C 

8 811,67 (795,33...828,01)* 

mg192 
G117T + T169C 

или 

A203C + G216A 

6 756,69 (732,54...780,84)* 

msrA A314G 4 1,47 (0,6...710,32) 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями в образцах, в которых присут-
ствует M. genitalium без выявленных нуклеотидных замен (критерий Манна–Уитни). 

 

Таким образом, в образцах биологического материала, в которых 

присутствовала M. genitalium с нуклеотидными заменами в гене mg191 

(n = 8), было установлено достоверное увеличение содержания ДК233, 

ДК278, МДА, активности ЛДГ, а также концентрации ДНК M. genitalium 

в сравнении с аналогичными показателями в образцах, содержащих 

M. genitalium без изменений в генах, контролирующих формирование 

факторов патогенности (n = 77) (критерий Манна–Уитни). 

Для образцов, в которых присутствовала M. genitalium с нуклео-

тидными заменами в гене mg192 (n = 6), было выявлено достоверное 

увеличение таких лабораторных показателей как ДК233, ДК278, МДА, ак-

тивности ЛДГ, а также концентрации ДНК M. genitalium в сравнении 

с образцами, где присутствовала M. genitalium без изменений в генах 

(n = 77) (критерий Манна–Уитни, p < 0,05).  
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Анализ наличия связи между частотой выявления нуклеотидных 

замен в участках генов mg191, mg192 и msrA M. genitalium и различны-

ми вариантами ассоциаций M. genitalium (моно-M. genitalium инфекция, 

ассоциация M. genitalium и ОПМ, ассоциация M. genitalium и УПМ) 

проводили с использованием таблиц сопряженности и критерия χ
2
 Пир-

сона. В результате было установлено, что варианты инфицирования 

не связаны с частотой выявления нуклеотидных замен в генах mg191, 

mg192 и msrA (р > 0,05).  

Выявленное в ходе исследования увеличение содержания первич-

ных и вторичных продуктов ПОЛ (ДК233, ДК278, МДА) и активности 

ЛДГ на фоне присутствия M. genitalium с заменами двух или трех нук-

леотидов в гене mg191, а также M. genitalium с заменой двух нуклеоти-

дов в гене mg192, позволяет сделать вывод об усилении патогенного 

влияния возбудителя с данными генетическими особенностями на клет-

ки организма-хозяина. Так как гены mg191 и mg192 отвечают за форми-

рование факторов цитоадгезии возбудителя, то можно предположить, 

что эти изменения в генах приводят к усилению адгезивных свойств 

микроорганизма, тем самым способствуя накоплению возбудителя 

в очаге воспаления, что подтверждается достоверным увеличением кон-

центрации ДНК M. genitalium в урогенитальном тракте (р < 0,05).  

ЛДГ является внутриклеточным гликолитическим ферментом, кото-

рый содержится в большинстве тканей организма и участвует в обрати-

мом превращении лактата в пируват. Обнаружение ЛДГ во внеклеточ-

ном пространстве является показателем повреждения плазматической 

мембраны клеток. Полученные в ходе проведения исследования резуль-

таты позволили установить, что в урогенитальном тракте пациентов, ин-

фицированных M. genitalium, с перестройками в генах, контролирующих 

формирование белков цитоадгезии, происходит увеличение активности 

ЛДГ. Это подтверждает, что присутствие M. genitalium с данными гене-

тическими особенностями ассоциировано с усилением процессов по-

вреждения клеток организма-хозяина. 

В образцах биологического материала, в которых содержалась 

M. genitalium с нуклеотидными заменами в гене msrA (n = 4), было уста-

новлено достоверное увеличение содержания вторичных продуктов 

ПОЛ: ДК278 и МДА (критерий Манна–Уитни, p < 0,05). Ген msrA отве-

чает за синтез фермента, обладающего антиоксидантными свойствами. 

Выявленное достоверное увеличение локального содержания вторичных 

продуктов ПОЛ, которое не сопровождается изменениями (уменьшением 

или увеличением) концентрации ДНК M. genitalium в урогенитальном 

тракте, позволяет предположить, что присутствие этого геноварианта 

возбудителя оказывает патогенное воздействие на клетки организма-
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хозяина, вызывая активизацию процессов ПОЛ в репродуктивном трак-

те. Наряду с этим происходит усиление антиоксидантного потенциала 

самого возбудителя, что позволяет ему сохранять жизнеспособность 

и активно репродуктивный потенциал в очаге инфекции [130, 136]. 

5.2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРО- И ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ  

В СЛИЗИ УРОГЕНИТАЛЬНОГО ТРАКТА БЕРЕМЕННЫХ  

ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ MYCOPLASMA GENITALIUM 

В качестве биологического материала использовали слизь из уро-

генитального тракта пациенток основной (n = 95) и контрольной (n = 30) 

групп. В биологическом материале методом иммуноферментного анали-

за проводили определение содержания цитокинов: ИФН-γ, ИЛ-4, ИЛ-8, 

ФНО-α, TGF-β. 

Для определения концентрации цитокинов использовали метод 

иммуноферментного анализа (для ИФН-γ, ИЛ-4, ИЛ-8, ФНО-α — тест-

системы «Вектор-Бест», Российская Федерация; для TGF-β — «Quanti-

kine ELISA», R&D Systems). В основе метода иммуноферментного ана-

лиза лежит ферментативная реакция, которая происходит после добав-

ления хромогенного субстрата к комплексу антитела и антигена, один 

из которых конъюгирован с ферментом. Субстрат расщепляется фер-

ментом, что приводит к изменению цвета продукта реакции; при этом 

интенсивность окраски прямо пропорциональна количеству связавших-

ся молекул антигена и антител. 

Исследования выполняли с использованием ИФА-анализатора 

«Иммуноферментная система Sirio-Brio» (Италия), строго в соответ-

ствии с инструкцией производителя. Подсчет концентраций цитокинов 

проводили с учетом разведения биологического материала в 2 раза. 

В ходе анализа полученных данных установлено, что содержание 

провоспалительных цитокинов ИФН-γ, ИЛ-8 и ФНО-α достоверно выше 

в биологическом материале пациентов, инфицированных M. genitalium, 

в сравнении с показателями пациентов контрольной группы (группа 4) 

(тест Манна–Уитни, p > 0,05) (табл. 5.7). 

В результате анализа полученных данных с применением критерия 

Краскала–Уоллеса было установлено, что между показателями содержа-

ния ИЛ-8 в обследованных группах пациентов существуют достоверные 

различия с уровнем статистической значимости р < 0,001 (χ
2
 = 80,72) 

(табл. 5.7, рис. 5.1). 
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Таблица 5.7 

Значения содержания цитокинов в биологическом материале пациентов  

обследованных групп 

Показатель 

Значения содержания, Me (min…max), нг/л 

Основная 

группа  

исследования  

Подгруппа 1 Подгруппа 2 Подгруппа 3 
Контрольная 

группа 

ИЛ-8 
0,48 

(0,15...0,67)* 
0,43 

(0,15...0,56)* 
0,65 

(0,26...0,67)* 
0,39 

(0,16...0,51)* 
0,02 

(0,0...0,09) 

ИНФ-γ 
0,41 

(0,16...0,71)* 

0,33 

(0,16...0,39)* 

0,51 

(0,32...0,71)* 

0,41 

(0,21...0,64)* 

0,08 

(0,0...0,15) 

ФНО-α 
2,97 

(0,55...4,01)* 
2,75 

(1,68...4,01)* 
3,38 

(2,25...3,91)* 
2,68 

(0,55...3,21)* 
0,77 

(0,42...1,32) 

ИЛ-4 
0,75 

(0,01...1,77) 

1,48 

(1,03...1,77)* 

0,12 

(0,01...0,52)* 

0,84 

(0,49...1,23) 

0,46 

(0,21...1,13) 

TGF-β 
19,02 

(9,49...30,15) 

25,17 
(11,13...30,15)

* 

14,78 

(9,49...19,25) 

18,97 

(12,45...24,37) 

17,43 

(12,24...20,92) 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями контрольной группы (критерий 
Манна–Уитни). 
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Рис. 5.1. Предел колебаний содержания ИЛ-8 в слизи урогенитального тракта пациентов 

обследованных групп 

 

В ходе дальнейшего анализа было проведено сравнение показате-

лей концентрации ИЛ-8 попарно между подгруппами с использованием 

критерия Манна–Уитни для сопоставления результатов, полученных 

в подгруппах пациентов с различными вариантами инфицирования 

M. genitalium. При этом различия в значениях концентрации ИЛ-8 были 

обнаружены между показателями содержания данного цитокина у паци-
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ентов подгруппы 1 и контрольной группы (р < 0,001), подгруппы 2 

и контрольной группы (р < 0,001), подгруппы 3 и контрольной группы 

(р = 0,002). Таким образом, у пациентов, инфицированных M. genitalium 

в форме моно-инфекции или в ассоциации с другими возбудителями 

ИППП, концентрация ИЛ-8 в слизи урогенитального была достоверно 

выше в сравнении с аналогичным показателем пациентов контрольной 

группы. Также было установлено, что в биологическом материале паци-

ентов подгруппы 2 концентрация ИЛ-8 была достоверно выше, чем 

у пациентов подгруппы 1 (р = 0,018, критерий Манна–Уитни).  

ИЛ-8 является провоспалительным цитокином, синтезируемым 

макрофагами, эндотелиальными и эпителиальными клетками. Он высту-

пает как хемотаксический фактор для Т-клеток и как фактор, активирую-

щий нейтрофилы. ИЛ-8 инициирует экспрессию молекул межклеточной 

адгезии, тем самым усиливая прилипание нейтрофилов к эндотелиаль-

ным клеткам и субэндотелиальным матричным белкам. Достоверное 

увеличение концентрации этого цитокина в биологическом материале 

пациентов, инфицированных M. genitalium как в форме моно-инфекции, 

так и в ассоциации с другими возбудителями ИППП, позволяет сделать 

вывод, что присутствие данного инфекционного агента приводит к ак-

тивации ряда проявлений иммунных реакций и формированию воспале-

ния в репродуктивном тракте. Достоверно более высокая концентрация 

ИЛ-8 была выявлена при ассоциации M. genitalium с ОПМ в сравнении 

с присутствием данного возбудителя в качестве единственного патоло-

гического агента, что может служить объяснением вялотекущего харак-

тера воспалительной реакции при моно-M. genitalium-инфекции.  

Согласно результатам статистического анализа с использованием 

критерия Краскала–Уоллеса между показателями концентрации ИФН-γ 

в обследованных группах пациентов обнаружены различия с уровнем 

статистической значимости р = 0,002 (χ
2
 = 79,33). При попарном срав-

нении показателей обследованных подгрупп с использованием критерия 

Манна–Уитни различия в концентрации ИФН-γ были обнаружены между 

содержанием данного цитокина у пациентов подгруппы 1 и контроль-

ной группы (р = 0,001), подгруппы 2 и контрольной группы (р < 0,001), 

подгруппы 3 и контрольной группы (р = 0,002), при этом у пациентов 

основной группы исследования (подгруппы 1–3) концентрация ИФН-γ 

была достоверно выше в сравнении с аналогичным показателем пациентов 

контрольной группы. Достоверное увеличение концентрации ИФН-γ 

было установлено также для показателей пациентов подгрупп 2 и 3 в срав-

нении с показателями у беременных подгруппы 1 (р < 0,001 и р = 0,021 

соответственно) (табл. 5.7, рис. 5.2).  
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Рис. 5.2. Предел колебаний содержания ИФН-γ в слизи урогенитального тракта пациентов 

обследованных групп 

 

ИНФ-γ относится к интерферонам типа II, продуцируется активиро-

ванными Т-хелперами 1-го типа и естественными киллерами (ЕК-клет-

ками), оказывая антибактериальное действие, т. к. способен активиро-

вать в пораженной клетке ферменты, действие которых направлено на 

разрушение бактериальной клетки или на нарушение в ней метаболиче-

ских процессов. Важной функцией интерферона является способность 

активировать макрофаги, что увеличивает эффективность ликвидации 

инфекционных агентов, локализованных внутриклеточно. Увеличение 

локального синтеза ИНФ-γ при инфекции урогенитального тракта, обу-

словленной M. genitalium, можно связать со способностью данного воз-

будителя к внутриклеточной локализации, что и провоцирует усиление 

продукции ИНФ-γ клетками иммунной системы.  

Исходя из анализа полученных данных с использованием критерия 

Краскала–Уоллеса, между значениями концентрации ФНО-α в обследо-

ванных группах пациентов были выявлены различия с уровнем стати-

стической значимости р < 0,001 (χ
2
 = 76,5). 

Дальнейший анализ данных с использованием критерия Манна–

Уитни для попарного сравнения между показателями обследованных 

подгрупп пациентов позволил установить наличие достоверных различий 

в концентрации ФНО-α между показателями подгруппы 1 и контроль-

ной группы (р = 0,012), подгруппы 2 и контрольной группы (р = 0,001), 

подгруппы 3 и контрольной группы (р = 0,021), при этом у пациентов 1, 

2 и 3 подгрупп значения концентрации ФНО-α были достоверно более 

высокими в сравнении с показателями пациентов контрольной группы. 
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Достоверно более высокие показатели были выявлены в биологическом 

материале пациентов подгруппы 2 в сравнении с показателями пациен-

тов подгруппы 1 (р = 0,022) (табл. 5.7, рис. 5.3).  
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Рис. 5.3. Предел колебаний содержания ФНО-α в слизи урогенитального тракта пациентов 
обследованных групп 

 

ФНО-α вырабатывается клетками разного типа: макрофагами, В- 

и Т-лимфоцитами. Его относят к провоспалительным цитокинам. ФНО-α 

усиливает синтез адгезивных молекул на эндотелиальных клетках, что 

способствует прикреплению нейтрофилов к стенке сосудов в местах 

воспаления. Вызывает респираторный взрыв в нейтрофилах, усиливает 

киллинговую активность фагоцитов. При высоких концентрациях он 

является важным медиатором, приводящим к развитию индуцированного 

эндотоксинами септического шока. Усиление синтеза данного цитокина 

при инфицировании M. genitalium подтверждает формирование очага 

воспаления и активацию иммунных реакций в репродуктивном тракте 

в ходе развития микоплазменной инфекции, причем независимо от 

наличия или отсутствия сопутствующих ОПМ или УПМ.  

Результаты статистического анализа данных с использованием 

критерия Краскала–Уоллеса позволили выявить достоверные различия 

между показателями содержания ИЛ-4 в биологическом материале па-

циентов обследованных групп (р = 0,005; χ
2
 = 61,39). Попарное сравне-

ние показателей с использованием критерия Манна–Уитни позволило 

выявить достоверные различия концентрации ИЛ-4 в биологическом 

материале пациентов подгруппы 1 и контрольной группы (р = 0,012) 

с увеличением значений данного показателя в подгруппе 1, а также 

между показателями подгруппы 2 и контрольной группы (р = 0,023) со 
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снижением концентрации этого цитокина у пациентов в подгруппе 2; 

между значениями показателей пациентов подгрупп 1 и 3 (р = 0,018), 

1 и 2 (р = 0,009) с увеличением концентрации ИЛ-4 в слизи урогени-

тального тракта женщин подгруппы 1 (табл. 5.7, рис. 5.4). 
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Рис. 5.4. Предел колебаний содержания ИЛ-4 в слизи урогенитального тракта пациентов 
обследованных групп 

 

ИЛ-4 является фактором, стимулирующим активность В-клеток. 

Его относят к противовоспалительным цитокинам, он подавляет синтез 

интерлейкинов-1, 6, 8 и фактора некроза опухоли, ингибирует цитоток-

сическую активность Т-клеток и макрофагов, способствует росту ткане-

вых базофилов, стимулирует пролиферацию В-клеток. Достоверное 

увеличение концентрации этого цитокина в биологическом материале 

пациентов с моно-M. genitalium-инфекцией является признаком наруше-

ния баланса межклеточных сигналов и свидетельствует о способности 

возбудителя имитировать угасание инфекционно-воспалительного про-

цесса (что возможно связано со способностью M. genitalium к внутри-

клеточной локализации и изменению антигенного «репертуара»). В ре-

зультате этого возникает нарушение нормального течения иммунных 

реакций, направленных на элиминацию возбудителя, и создается воз-

можность для длительной персистенции инфекционного агента в репро-

дуктивном тракте. 

Анализ полученных данных с использованием критерия Краскала–

Уоллеса позволил выявить различия между показателями содержания 

TGF-β в биологическом материале обследованных групп пациентов 

с уровнем статистической значимости р = 0,004 (χ
2
 = 44,2). При попар-

ном сравнении результатов с использованием критерия Манна–Уитни 
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было установлено наличие достоверных различий между показателями 

концентрации TGF-β в слизи урогенитального тракта пациенток под-

группы 1 и контрольной группы (р = 0,024) с увеличением значений 

данного показателя у пациентов подгруппы 1, а также между показате-

лями пациентов подгрупп 1 и 2 (р 0 ,001), 1 и 3 (р = 0,006). При этом 

в обоих случаях концентрация TGF-β были выше у пациентов подгруп-

пы 1 (табл. 5.7, рис. 5.5). 
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Рис. 5.5. Предел колебаний содержания TGF-β в слизи урогенитального тракта пациентов 

обследованных групп 

 

TGF-β вырабатывается клетками различных типов, такими как В- 

и Т-лимфоциты и макрофаги. Основной функцией этого фактора явля-

ется подавление роста и активности клеток иммунной системы: Т-клеток, 

нейтрофилов, макрофагов, В-клеток и ЕК-клеток. Таким образом, ос-

новная роль TGF-β заключается в подавлении иммунной реакции, когда 

чужеродный агент ликвидирован, и увеличение концентрации этого ци-

токина при моно-M. genitalium-инфекции может служить подтвержде-

нием того, что биологические особенности возбудителя позволяют ему 

на определенном этапе развития инфекционного процесса «ускользать» 

от иммунного ответа организма-хозяина, инициируя тем самым меха-

низмы подавления иммунных реакций, направленных на элиминацию 

инфекционного агента. 

Увеличение концентрации провоспалительных цитокинов, таких 

как ИФН-γ, ИЛ-8 и ФНО-α, происходит в репродуктивном тракте как 

пациентов, инфицированных M. genitalium в форме моно-инфекции, так 

и пациентов, у которых M. genitalium находится в ассоциации с другими 

возбудителями ИППП. Это позволяет сделать вывод о том, что присут-
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ствие M. genitalium приводит к формированию воспалительных реакций 

в репродуктивном тракте, что служит обоснованием целесообразности 

выявления данного возбудителя даже при отсутствии клинических про-

явлений и жалоб со стороны пациента, особенно в ходе прегравидарной 

подготовки и на ранних сроках беременности. 

Выявление достоверно более низких концентраций провоспали-

тельных цитокинов и достоверно более высоких концентраций противо-

воспалительных цитокинов в группе пациентов, инфицированных M. geni-

talium в качестве единственного патологического агента, в сравнении 

с показателями пациентов, инфицированных ассоциацией M. genitalium 

и ОПМ, позволяет сделать вывод о меньшей выраженности воспаления 

и иммунного ответа при моно-M. genitalium-инфекции, что можно объ-

яснить наличием у этого микроорганизма биологических особенностей, 

позволяющих ему «уклоняться» от иммунного ответа со стороны орга-

низма-хозяина. 

Дальнейший анализ локальных иммунологических показателей 

проводился, исходя из деления образцов в соответствии с выявленными 

вариантами реорганизации генома M. genitalium: отсутствие перестроек 

в изученных генах; замена одного нуклеотида (ген msrA); замена двух 

или трех нуклеотидов (гены mg191, mg192) (см. глава 5). Для оценки 

перестроек в генах, контролирующих формирование факторов патоген-

ности M. genitalium, применяли секвенирующую ПЦР. 

Анализ результатов значений содержания ИНФ-γ с использовани-

ем критерия Манна–Уитни позволил установить, что в образцах биоло-

гического материала, где присутствовала M. genitalium с двух- и трех 

нуклеотидными заменами в гене mg191, было выявлено достоверное 

увеличение содержания ИНФ-γ в сравнении с показателями в образцах, 

содержащих M. genitalium без перестроек в изучаемых генах (р = 0,005). 

Статистический анализ результатов содержания ИНФ-γ в образ-

цах, содержащих M. genitalium с перестройками в гене mg192, позволил 

выявить достоверное увеличение значений данного показателя с уров-

нем статистической значимости р = 0,038 в образцах, содержащих 

M. genitalium с заменами нуклеотидов, в сравнении с аналогичными по-

казателями в образцах без генетических перестроек.  

Присутствие в биологическом материале M. genitalium с нуклео-

тидными заменами в гене msrA не было ассоциировано с достоверным 

изменением в значениях уровня ИНФ-γ (р = 0,16, критерий Манна–

Уитни) (табл. 5.8). 

Применение критерия Манна–Уитни для анализа значений содер-

жания ФНО-α позволило выявить его достоверное увеличение в образ-

цах, в которых было выявлено присутствие M. genitalium с заменами 
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двух и трех нуклеотидов в гене mg191 (р = 0,008), в сравнении с показа-

телями в образцах, в которых присутствовала M. genitalium без нуклео-

тидных замен в исследуемых генах. Достоверное увеличение содержания 

ФНО-α было установлено также в образцах, содержащих M. genitalium 

с нуклеотидными заменами в гене mg192 (р = 0,027).  
Таблица 5.8 

Значения содержания ИНФ-γ в биологическом материале при перестройках  

в генах mg191, mg192, msrA M. genitalium 

Ген Вариант реорганизации генома n 
Значения содержания ИНФ-γ, 

Me (min…max), нг/л 

 
Отсутствие нуклеотидных замен  

в изучаемых генах 
77 0,41 (0,11...0,88) 

mg191 

C145A + A217C 

или 
C145A + A217C + A243C 

8 0,76 (0,68...0,89)* 

mg192 

G117T + T169C 

или 

A203C + G216A 

6 0,71 (0,61...0,81)* 

msrA A314G 4 0,33 (0,16...0,59) 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями в образцах, в которых присут-

ствует M. genitalium без выявленных нуклеотидных замен (критерий Манна–Уитни). 
 

Присутствие в биологическом материале M. genitalium с нуклео-

тидными заменами в гене msrA не было ассоциировано с достоверным 

изменением в значениях уровня ФНО-α (р = 0,09, критерий Манна–

Уитни) (табл. 5.9). 
Таблица 5.9 

Значения содержания ФНО-α в биологическом материале при перестройках  

в генах mg191, mg192, msrA M. genitalium 

Ген Вариант реорганизации генома n 
Значения содержания ФНО-α, 

Me (min…max), нг/л 

 
Отсутствие нуклеотидных замен  

в изучаемых генах 
77 2,85 (1,21...4,29) 

mg191 
C145A + A217C 

или 

C145A + A217C + A243C 

8 4,05 (4,01...4,18)* 

mg192 

G117T + T169C 

или 

A203C + G216A 

6 3,87 (3,75...3,98)* 

msrA A314G 4 2,79 (1,25...3,09) 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями в образцах, в которых присут-
ствует M. genitalium без выявленных нуклеотидных замен (критерий Манна–Уитни). 

 

В ходе статистического анализа с использованием критерия Манна–

Уитни было установлено, что достоверное снижение содержания ИЛ-4 

происходило в образцах, в которых присутствовала M. genitalium с нуклео-
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тидными заменами в генах mg191 (р = 0,008), mg192 (р = 0,019), в сравне-

нии с аналогичными показателями в образцах, в которых присутствовала 

M. genitalium без нуклеотидных замен в изучаемых генах (табл. 5.10). 
Таблица 5.10 

Значения содержания ИЛ-4 в биологическом материале при перестройках  

в генах mg191, mg192, msrA M. genitalium 

Ген Вариант реорганизации генома n 
Значения содержания ИЛ-4, 

Me (min…max), нг/л 

 
Отсутствие нуклеотидных замен  

в изучаемых генах 
77 0,83 (0,53...2,01) 

mg191 
C145A + A217C 

или 

C145A + A217C + A243C 

8 0,0 (0,0...0,0)* 

mg192 
G117T + T169C 

или 

A203C + G216A 

6 0,0 (0,0...0,0)* 

msrA A314G 4 1,58 (0,0...1,96) 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями в образцах, в которых присут-
ствует M. genitalium без выявленных нуклеотидных замен (критерий Манна–Уитни). 

 

Результаты статистического анализа значений содержания TGF-β 

позволили выявить достоверное снижение значений данного показателя 

в образцах, содержащих M. genitalium с нуклеотидными заменами в ге-

нах mg191 (p = 0,006) и mg192 (p = 0,027), в сравнении с показателями 

в образцах, в которых присутствовала M. genitalium без нуклеотидных 

замен в изучаемых генах (критерий Манна–Уитни). Присутствие в био-

логическом материале M. genitalium с нуклеотидными заменами в гене 

msrA не было ассоциировано с достоверным изменением в значениях 

содержания TGF-β (табл. 5.11). 
Таблица 5.11 

Значения содержания TGF-β в биологическом материале при перестройках  

в генах mg191, mg192, msrA M. genitalium 

Ген Вариант реорганизации генома n 
Значения содержания TGF-β, 

Me (min…max), нг/л 

 
Отсутствие нуклеотидных замен  

в изучаемых генах 
77 18,33 (5,24...37,22) 

mg191 
C145A + A217C 

или 

C145A + A217C + A243C 

8 9,62 (8,24...11,24)* 

mg192 
G117T + T169C 

или 

A203C + G216A 

6 8,96 (7,11...10,81)* 

msrA A314G 4 25,87 (13,24...30,28) 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с показателями в образцах, в которых присут-
ствует M. genitalium без выявленных нуклеотидных замен (критерий Манна–Уитни). 
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В ходе проведения статистического анализа достоверных измене-

ний значений локального содержания ИЛ-8 в образцах с различными 

геновариантами M. genitalium выявлено не было (р = 0,27, критерий 

Краскала–Уоллеса).  

Таким образом, при сравнении значений содержания иммунных 

маркеров в слизи урогенитального тракта пациенток было выявлено до-

стоверное увеличение содержания таких провоспалительных цитокинов 

как ИФН-γ и ФНО-α с параллельным снижением содержания противо-

воспалительного цитокина ИЛ-4 и фактора роста TGF-β в образцах био-

логического материала, в которых присутствовала M. genitalium с нуклео-

тидными заменами в генах mg191 (n = 8) или mg192 (n = 6), в сравнении 

с аналогичными показателями в образцах, содержащих M. genitalium без 

изменений в генах, контролирующих формирование факторов патоген-

ности (n = 77) (p < 0,05, критерий Манна–Уитни). 

Полученные данные позволили установить, что в присутствии 

M. genitalium с нуклеотидными заменами в генах mg191 и mg192 в уро-

генитальном тракте беременных происходит усиление продукции про-

воспалительных цитокинов, что может быть обусловлено усилением па-

тогенного потенциала возбудителя на фоне генетических перестроек. 

Таким образом, присутствие данных геновариантов M. genitalium сти-

мулирует локальный иммунный ответ и усиливает воспаление в уроге-

нитальном тракте [127, 134]. 

Выводы 

1. Установлены достоверные различия в значениях показателей 

локального содержания первичных и вторичных продуктов ПОЛ (ДК233, 

ДК278, МДА) и активности ЛДГ в слизи из урогенитального тракта бе-

ременных пациенток, инфицированных M. genitalium в форме моно-

инфекции или в ассоциации с другими возбудителями ИППП, и здоро-

вых беременных пациенток (критерий Краскала–Уоллеса, р < 0,05).  

2. Выявлено достоверное увеличение локального содержания ДК233, 

ДК278, МДА и активности ЛДГ в слизи из урогенитального тракта бере-

менных пациенток, инфицированных ассоциацией M. genitalium и ОПМ, 

в сравнении с показателями пациенток контрольной группы (критерий 

Манна–Уитни, p < 0,05). У беременных пациенток при моно-инфициро-

вании M. genitalium выявлено достоверное увеличение локального со-

держания ДК233 в сравнении с аналогичным показателем пациенток кон-

трольной группы (критерий Манна–Уитни, p = 0,045).  

3. В слизи урогенитального тракта беременных, где присутство-

вала M. genitalium с нуклеотидными заменами в генах mg191 или 

mg192, установлено достоверное увеличение содержания ДК233 (5,87 

(4,68...9,42) усл. ед.), ДК278 (0,79 (0,62...0,92) усл. ед.), МДА (5,75 
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(5,03...9,64) мкмоль/л), общей активности ЛДГ (61,0 (52,0...91,0) Е/л), 

сопровождавшееся и достоверным увеличением концентрации ДНК 

M. genitalium (756,69 (732,54...828,01) ГЭ/л) [130] в сравнении с показате-

лями в образцах, где присутствовала M. genitalium без изменений в генах, 

контролирующих формирование факторов патогенности (ДК233 — 

1,78 (0,0...5,31) усл. ед., ДК278 — 0,19 (0,0...0,45) усл. ед., МДА — 

1,89 (0,26...4,12) мкмоль/л, общая активность ЛДГ — 0,0 (0,0...0,0) Е/л, 

концентрация ДНК M. genitalium — 71,98 (3,28...689,62) ГЭ/л) (крите-

рий Манна–Уитни, p < 0,05), что позволяет судить о значительном уве-

личении объема образования продуктов ПОЛ в присутствии M. genitalium 

с данными генетическими особенностями. Увеличение концентрации 

ДНК возбудителя может рассматриваться как признак усиления его ад-

гезивных свойств. 

4. Выявлено достоверное увеличение содержания вторичных 

продуктов ПОЛ (ДК278 — 0,34 (0,25...0,67) усл. ед.; МДА — 6,89 

(5,88...11,65) мкмоль/л) в слизи урогенитального тракта беременных, 

инфицированных M. genitalium с нуклеотидными заменами в гене msrA 

(ген антиоксидантного фермента), в сравнении с показателями в образцах, 

где присутствовала M. genitalium без изменений в изучаемых генах (ДК278 — 

0,19 (0,0...0,45) усл. ед.; МДА — 1,89 (0,26...4,12) мкмоль/л) (критерий 

Манна–Уитни, p<0,05). Выявленные изменения не сопровождались до-

стоверным изменением концентрации ДНК M. genitalium (p > 0,05).  

5. Выявлено достоверное увеличение содержания провоспалитель-

ных цитокинов ИФН-γ, ИЛ-8 и ФНО-α в слизи урогенитального тракта 

беременных инфицированных M. genitalium в сравнении с показателями 

пациентов контрольной группы (критерий Манна–Уитни, p < 0,05). 

6. Достоверное увеличение локального содержания провоспали-

тельных цитокинов (ИФН-γ, ИЛ-8 и ФНО-α) происходит в слизи уроге-

нитального тракта беременных пациенток, инфицированных M. genitalium 

как в форме моно-инфекции, так и при ассоциации M. genitalium с дру-

гими возбудителями ИППП (ОПМ или УПМ) (критерий Краскала–

Уоллеса, p < 0,05). 

7. В присутствии M. genitalium в качестве единственного патоло-

гического агента в урогенитальном тракте беременных установлено до-

стоверно более низкое содержание ИФН-γ, ИЛ-8 и ФНО-α в сравнении 

с присутствием данного возбудителя в составе ассоциации с ОПМ или 

УПМ, что может служить объяснением вялотекущего характера воспа-

лительной реакции при моно-M. genitalium-инфекции (критерий Манна–

Уитни, p < 0,05). 

8. Выявлено достоверное увеличение концентрации противовос-

палительного цитокина ИЛ-4 и фактора роста TGF-β в слизи урогени-
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тального тракта беременных пациенток, инфицированных M. genitalium 

в форме моно-инфекции, в сравнении с аналогичными показателями бе-

ременных пациенток контрольной группы и беременных, инфицирован-

ных ассоциацией M. genitalium и ОПМ (критерий Манна–Уитни, p < 0,05), 

что позволяет сделать вывод об активации процессов угнетения иммун-

ных реакций при моно-M. genitalium-инфекции.  

9. Установлено достоверное увеличение локального содержания 

ИФН-γ (0,71 (0,61...0,89) нг/л) и ФНО-α (3,87 (3,75...4,18) нг/л) с одно-

временным достоверным снижением локального содержания ИЛ-4 

(0,0 (0,0...0,0) нг/л) и TGF-β (8,96 (7,11...11,24) нг/л) в слизи урогени-

тального тракта беременных, инфицированных M. genitalium с нуклео-

тидными заменами в генах mg191 и mg192, в сравнении с аналогичными 

показателями у пациентов, в образцах которых присутствовала M. geni-

talium без нуклеотидных замен в изучаемых генах (ИФН-γ — 0,41 

(011...0,88) нг/л, ФНО-α — 2,85 (1,21...4,29) нг/л, ИЛ-4 — 0,83 

(0,53...2,01) нг/л, TGF-β — 18,33 (5,24...37,22) нг/л) (критерий Манна–

Уитни, p < 0,05), что позволяет сделать вывод об усилении выраженно-

сти в урогенитальном трате воспалительных иммунных реакций в при-

сутствии возбудителя с данными генетическими особенностями. 
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РАЗДЕЛ 2 

MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

 
ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

БА — бронхиальная астма 

БАЛ — бронхоальвеолярный лаваж 

Г3Ф оксидаза — глицерол-3-фосфат оксидаза 

ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота 

Ед — единица 

ИЛ-4 — интерлейкин 4 

ИЛ-6 — интерлейкин 6 

ИЛ-33 — интерлейкин 33 

ИФА — иммуноферментный анализ 

М — концентрация раствора моль на литр 

НК — нуклеиновая кислота 

ОЭГ — относительная экспрессия гена 

ПЦР — полимеразная цепная реакция 

рCARDS-токсин — рекомбинантный CARDS-токсин 

ПКО — положительный контрольный образец 

ПЦР-РВ — полимеразная цепная реакция в режиме реального времени 

РНК — рибонуклеиновая кислота 

Тх2 — Т-хелперы 2 

ФАД — флавинадениндинуклеотид 

ФНО-α — фактор некроза опухоли альфа 

ЦТАБ — бромистый цетилтриметиламмоний 

ATCC — American Type Culture Collection (Американская Коллекция 

типовых культур) 

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool (программа, проводящая 

поиск гомологов белков или генов путем сравнения с известной после-

довательностью) 

CARDS-токсин — Community-Acquired Respiratory Distress Syndrome 

Toxin (токсин, ассоциированный с респираторным дистресс-синдромом) 

C. pneumoniae — Chlamydia pneumoniae 

C. trachomatis — Chlamydia trachomatis 

FBS — Fetal bovine serum (эмбриональная бычья сыворотка) 

H. influenzae — Haemophilus influenza 

IgE — иммуноглобулин Е 

IgM — иммуноглобулин M 

IgG — иммуноглобулин G 

M. hominis — Mycoplasma hominis 
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M. pneumoniae — Mycoplasma pneumoniae 

M. tuberculosis — Mycobacteria tuberculosis 

MEM — Eagle’s minimal essential medium (минимальная поддерживаю-

щая среда Игла) 

RANTES — Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and Pre-

sumably Secreted (хемокин, экспрессируемый и секретируемый T-клет-

ками при активации) 

SDS — Sodium Dodecyl Sulfate (натрия додецилсульфат) 

SP-A — Surfactant protein A (протеин А сурфактанта) 

Staph. aureus — Staphylococcus aureus 

Str. pneumoniae — Streptococcus pneumoniae 

TLR — Toll like receptors (Толл-подобные рецепторы) 

VEGF — Vascular endothelial growth factor (фактор роста эндотелия со-

судов)  

 

ВВЕДЕНИЕ 

 

M. pneumoniae — микроорганизм, относящийся к классу Mollicutes, 

роду Mycoplasma, среди особенностей которого малый геном, отсут-

ствие клеточной стенки и ограниченные метаболические возможности 

(K. B. Waites et al., 2004). M. pneumoniae инфицирует респираторный 

тракт человека и является этиологическим фактором различных нозоло-

гических форм респираторной патологии: синусит, фарингит, ларингит, 

бронхит, пневмония (N. Principi et al., 2001; С. В. Зайцева и соавт., 2017; 

О. Ф. Романовская и соавт., 2019). Частота выявления M. pneumoniae 

достигает 40 % при бронхите и внебольничной пневмонии у детей 

(N. Principi et al., 2001; О. Ф. Романовская и соавт., 2019), M. pneumoniae 

также связана с развитием бронхиальной астмы (M. Ali, 2008). 

В наибольшей степени инфицирование M. pneumoniae распространено 

среди детей старше 7 лет с бронхитами и пневмониями (N. Principi et al., 

2001). Возбудитель инфицирует исключительно организм человека 

и передается от человека к человеку воздушно-капельным путем 

(E. Kuźma-Mroczkowska et al., 2016). 

Механизм патогенного действия данного микроорганизма основан 

на его способности вызывать деструкцию клеток респираторного эпите-

лия (J. He et al., 2016). Несмотря на то, что геном M. pneumoniae содержит 

минимально необходимое для поддержания жизнедеятельности количе-

ство генов (K. B. Waites et al., 2004), микроорганизм характеризуется 

множественностью факторов патогенности, среди которых основными 

являются Community-Acquired Respiratory Distress Syndrome Toxin (ток-

син, ассоциированный с респираторным дистресс-синдромом, CARDS-
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токсин) и пероксид водорода, которые оказывают цитопатическое дей-

ствие на клетки-мишени (G. L. Parrott et al., 2016). CARDS-токсин взаи-

модействует с протеином А сурфактанта (SP-A) легких и через систему 

рецепторных молекул инициирует морфологические и биохимические 

изменения в клетках хозяина (T.R. Kannan et al., 2005). Пероксид водо-

рода выделяется M. pneumoniae в ходе метаболических процессов при 

участии фермента глицерол-3-фосфат (Г3Ф) оксидазы (M. F. Balish et 

al., 2016). Для инфекционного процесса, обусловленного M. pneumoniae, 

характерны варианты течения от легких до тяжелых форм (T. Saraya 

et al., 2014), что может быть связано с молекулярно-генетическими осо-

бенностями патогена, установлению которых посвящено одно из направ-

лений настоящего исследования. 

Особый научный интерес представляет изучение взаимодействия 

M. pneumoniae с клетками респираторного эпителия человека, что будет 

способствовать дальнейшему пониманию механизмов участия M. pneu-

moniae в формировании и развитии воспалительных процессов дыха-

тельных путей. Изучение M. pneumoniae с клетками респираторного 

эпителия человека в присутствии SP-A сможет внести ясность в проти-

воречия в реализации патогенного действия M. pneumoniae: с одной 

стороны, M. pneumoniae взаимодействует с SP-A (T. R. Kannan et al., 

2005), что может способствовать проникновению патогена в клетку че-

ловека, с другой стороны, SP-A связывает свободные молекулы CARDS-

токсина и тем самым может обусловливать снижение количества актив-

ной формы одного из главных факторов патогенности M. pneumoniae. 

Изучение патогенных свойств M. pneumoniae традиционно прово-

дится на лабораторных животных (T. R. Kannan et al., 2010). Однако 

в силу генетических различий человека и животных моделирование ин-

фекции, обусловленной M. pneumoniae, на лабораторных животных 

не лишено методологических и этических сложностей (A. R. Joffe et al., 

2015), преодолеть которые возможно с помощью разработки и приме-

нения биологических моделей с использованием перевиваемых культур 

клеток человека. Создание таких моделей является экономически и эти-

чески оправданным и будет способствовать получению новых научных 

знаний о свойствах возбудителя. 

При взаимодействии M. pneumoniae с клетками респираторного 

эпителия происходит их активация, сопровождающаяся выработкой 

провоспалительных цитокинов (T. Shimizu et al., 2014; P. M. Meyer Sau-

teur et al., 2016). Как прямое цитопатическое действие M. pneumoniae на 

клетки, так и локальная продукция провоспалительных цитокинов клет-

ками респираторного эпителия играют существенную роль в реализации 

патогенного действия возбудителя. Представляет интерес сравнение 
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продукции провоспалительных цитокинов клетками респираторного 

эпителия в параллельных экспериментах с M. pneumoniae и CARDS-

токсином для получения новой научной информации о роли каждого 

компонента в системе клетка–патоген–токсин в стимулировании воспа-

лительного ответа. Решение данной задачи осуществлялось в ходе ис-

следования. 

С появлением и внедрением в практику метода полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) возрастает интерес к возможностям его применения 

для исследования мокроты с целью выявления M. pneumoniae. Исследо-

вание мокроты помогает установить характер патологического процесса 

в органах дыхания, а в ряде случаев определить его этиологию (R. Raty 

et al., 2005). Основная задача преаналитического этапа микробиологиче-

ской диагностики респираторных заболеваний методом ПЦР — выделе-

ние из биологического материала стабильной нуклеиновой кислоты 

(НК), свободной от ингибиторов амплификации, для последующего вы-

явления генетических маркеров инфицирования патогенными микроорга-

низмами (С. А. Костюк и соавт., 2014). Особенности физико-химических 

свойств мокроты оказывают существенное влияние на эффективность 

выделения ДНК.  

ПЦР обладает высокой чувствительностью и специфичностью 

в выявлении патогенетически значимых микроорганизмов при условии 

разработки и применения оптимальной системы выделения ДНК. Из-

вестны различные способы выделения ДНК из биологического материа-

ла, такие как метод сорбционной экстракции, который наиболее часто 

используется в лабораторной практике, экстракция смесью фенол-

хлороформ, применяемая в качестве референс-метода при оптимизации 

выделения ДНК (С. А. Костюк и соавт., 2014).  

Однако данные методы не учитывают спектр ингибиторов, кото-

рые присутствуют в мокроте, и поэтому их применение может привести 

в ложноотрицательным результатам амплификации. Представляет инте-

рес оптимизация методики выделения ДНК из мокроты с учетом спек-

тра ингибиторов, присутствующих в данном биологическом материале, 

основными из которых являются полисахариды (M. Ieven et al., 1997). 

Проведение исследований в указанных направлениях позволит 

существенно расширить существующие представления о механизмах 

реализации патогенного действия M. pneumoniae, а также повысить эф-

фективность диагностики инфекций респираторного тракта, обуслов-

ленной данным микроорганизмом. 
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ГЛАВА 1 

ОЦЕНКА ПАТОГЕННОГО ПОТЕНЦИАЛА MYCOPLASMA 

PNEUMONIAE НА БИОЛОГИЧЕСКИХ МОДЕЛЯХ 

1.1. ХАРАКТЕРИСТИКА MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

В структуре первичной заболеваемости взрослых и детей патология 

респираторного тракта является наиболее частой [1, 2]. M. pneumoniae 

связана с развитием заболеваний верхних и нижних дыхательных путей 

наряду с такими пневмотропными возбудителями бактериальной приро-

ды как Streptococcus spp., Staphylococcus spp., H. influenzae [3–6]. Получе-

ны данные о распространенности инфицирования патогеном при БА [7]. 

M. pneumoniae —микроорганизм, относящийся к классу Mollicutes, 

роду Mycoplasma. Размер генома возбудителя составляет порядка 

800 000 пар оснований, содержит порядка 700 описанных протеин коди-

рующих генов, а также дополнительно гены некодирующих РНК [8, 9]. 

M. pneumoniae является преимущественно внеклеточным, не со-

держащим клеточной стенки, патогеном, требующим непосредственного 

контакта с клеткой хозяина для поддержания метаболической активно-

сти, поскольку редуцированный геном M. pneumoniae делает данный 

микроорганизм неспособным к синтезу аминокислот, нуклеотидов и ря-

да других важных для жизнедеятельности молекул de novo [10]. 

M. pneumoniae чувствительна к действию тепла, имеет период по-

лужизни менее 2 мин при 50 °С и теряет жизнеспособность в течение 

1 недели при комнатной температуре, но может выживать в течение не-

скольких лет при ‒20 °С, в то время как оптимальным условием для 

длительного хранения является температура ‒70 °С. Микроорганизм 

также чувствителен к действию ультрафиолетовых лучей (УФ-лучей), 

рентгеновским лучам, дезинфицирующим и моющим средствам, солям 

золота и антибиотикам, не угнетающим синтез клеточной стенки, поги-

бает при повторном замораживании [2].  

M. pneumoniae является высоковирулентным возбудителем, инфи-

цирует исключительно организм человека и передается от человека 

к человеку воздушно-капельным путем [11]. Механизм патогенного 

действия данного микроорганизма основан на его способности вызы-

вать деструкцию клеток респираторного эпителия [12]. 

У пациентов до 2 лет на фоне инфицирования M. pneumoniae чаще 

всего развиваются заболевания верхних дыхательных путей (фарингит, 

синусит, ларингит, тонзиллит), тогда как у детей старше 6 лет, подрост-

ков, взрослых при инфицировании данным микроорганизмом происхо-

дит развитие бронхита и/или пневмонии [13]. При инфицировании 



92 

M. pneumoniae патология нижних отделов респираторного тракта возни-

кает в 21,3 % случаев у детей 2–4 лет; в 41,3 % случаев — у детей  

5–7 лет; в 60 % случаев — у детей старше 7 лет и подростков [14]. 

Инфекционный процесс, обусловленный M. pneumoniae, может 

протекать в легкой форме, когда элиминирование микроорганизма им-

мунной системой происходит при отсутствии специфической противо-

микробной терапии. В то же время данный возбудитель может стать 

причиной развития рефрактерной пневмонии, острого респираторного 

дистресс-синдрома, некротизирующего пневмонита и фульминантной 

пневмонии, при которых формируются патологические состояния, 

представляющие угрозу для жизни пациента [13, 15].  
Представляет интерес изучение молекулярно-биологических осо-

бенностей M. pneumoniae, связанных с патогенностью микроорганизма, 

для получения новых научных знаний о его провоспалительном действии. 

1.2. БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ, ОБУСЛАВЛИВАЮЩИЕ УЧАСТИЕ 

MYCOPLASMA PNEUMONIAE В ПАТОГЕНЕЗЕ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

РЕСПИРАТОРНОГО ТРАКТА 

1.2.1. Адгезия к клеткам респираторного эпителия 

Участие M. pneumoniae в патогенезе заболеваний респираторного 

тракта становится возможным вследствие феномена множественности 

факторов патогенности данного микроорганизма, к которым относятся 

адгезины, эффекторные молекулы, токсичные метаболиты. Воздействие 

этих факторов на клетки респираторного тракта приводит к формирова-

нию и активации биологических механизмов, которые и определяют ре-

ализацию патогенного действия M. pneumoniae.  

Адгезия — первый и ключевой процесс инфицирования. Началь-

ный этап патогенеза инфекции, обусловленной M. pneumoniae, включает 

адгезию микроорганизма к реснитчатому эпителию респираторного 

тракта, которая происходит спустя 24 часа после инфицирования. Адге-

зия M. pneumoniae к сиалогликопротеинам и сульфированным гликоли-

пидам респираторного эпителия обеспечивается специальной органеллой 

прикрепления, присутствующей на одном из концов вытянутого тела 

микроорганизма. Патоген прикрепляется к реснитчатому эпителию ре-

спираторного тракта у основания ресничек, что защищает его от мукоци-

лиарного клиренса и локальных цитотоксических эффектов [2, 16, 17]. 

Предположительно, органелла прикрепления обеспечивает также 

микроорганизму проникновение через слизистый слой к клетке орга-

низма хозяина [18]. Взаимодействие микроорганизма с клеткой хозяина 
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осуществляется при согласованном действии адгезинов и кластеров 

вспомогательных протеинов на верхушке органеллы прикрепления.  

К факторам патогенности M. pneumoniae, обуславливающим адге-

зию, относят Р1 адгезин (главный адгезин), Р30 и другие белковые 

структуры (P90, P65, белки группы протеинов с высоким молекулярным 

весом: HMW1, HMW2, HMW4, HMW5). Данные белки уникальны для 

микоплазм и не обнаруживаются у других бактерий [13].  

Спектр клеток, которые способны инфицировать M. pneumoniae, 

включает эпителиальные клетки респираторного тракта, альвеолярные 

макрофаги [13]. Ингибирование в эксперименте процесса цитоадгезии 

M. pneumoniae к макрофагам приводило к отсутствию индукции ИЛ-1β, 

что препятствовало развитию воспалительных реакций [19]. 

1.2.2. Цитопатическое действие CARDS-токсина микроорганизма 

M. pneumoniae способна связываться с SP-A, что облегчает коло-

низацию поверхности клеток респираторного тракта и затрудняет эли-

минацию микроорганизма. M. pneumoniae также способна проникать 

внутрь клеток и существовать внутриклеточно [20, 21]. В 2005 г. был 

идентифицирован белок M. pneumoniae, который принимает участие 

в данном процессе, он получил название CARDS-токсина [21]. CARDS-

токсин кодируется геном mpn372 и рассматривается как один из основ-

ных факторов патогенности M. pneumoniae [21, 22, 23].  

У пациентов с подтвержденной инфекцией, обусловленной M. pneu-

moniae, выявляют высокие титры антител к CARDS-токсину, поскольку 

часть пула молекул CARDS-токсина локализуется на поверхности клеток 

возбудителя [21, 22]. Увеличение концентрации мРНК CARDS-токсина 

описано также при инфицировании клеточных культур M. pneumoniae 

in vitro [23].  

Патогенное действие микроорганизма основано на его способности 

устанавливать тесный контакт с клетками респираторного эпителия и вы-

делять токсичные для клеток вещества. Одно из таких веществ — CARDS-

токсин, который оказывает прямое цитопатическое действие [22]. 

CARDS-токсин обладает двумя видами активности в отношении 

клеток-мишеней: моно-АДФ рибозилирующей и вакуолизирующей [24].  

Рибозилирующая активность CARDS-токсина позволяет микроор-

ганизму трансформировать структуру белков-мишеней, включая фер-

менты метаболических путей клеток человека, что ведет к повреждению 

клеток (цитотоксический эффект). Цитопатический эффект проявляется 

в процессе вакуолизации цитоплазмы клеток, округлении, искажении их 

формы. В опытах in vitro в культуре клеток было показано, что CARDS-

токсин вызывает потерю мерцательной функции респираторного эпите-
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лия, интенсивную цитоплазматическую вакуолизацию, кариопикноз, 

нарушает стратификацию эпителиальной ткани [17].  

Также биологическими эффектами CARDS-токсина является спо-

собность индуцировать воспалительные реакции в респираторном тракте 

и через создание соответствующего цитокинового окружения вызывать 

гиперреактивность дыхательных путей [25]. В экспериментах in vivo по-

казано, что CARDS-токсин стимулирует выработку ИЛ-1α, ИЛ-1β, ИЛ-4, 

ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-12, ИЛ-13, ИЛ-17, ФНО-α и интерферона (ИФ)-γ, 

RANTES и гранулоцитарного колониестимулирующего фактора [13]. 

Механизм действия CARDS-токсина основан на его связывании 

с SP-A и аннексином А2 на поверхности эпителиальных клеток дыха-

тельных путей и его попадании внутрь клетки, что приводит к актива-

ции иммунных реакций. 

CARDS-токсин может проникать и внутрь макрофагов, что проис-

ходит при участии клатрин опосредованного пути. CARDS-токсин через 

АДФ рибозилирование рецепторного белка NLRP3 активирует инфлам-

масому — регулятор иммунного ответа, итогом чего становится переход 

про-ИЛ-1β в активную форму. ИЛ-1β определяет тяжесть воспалитель-

ных реакций, ассоциированных с инфекцией. Постоянная активность 

этих процессов при инфицировании M. pneumoniae приводит к транс-

формации легочной ткани и развитию хронических легочных болезней, 

таких как БА и хроническая обструктивная болезнь легких [26, 27]. 

1.2.3. Активация синтеза провоспалительных цитокинов  

при инфицировании Mycoplasma pneumoniae 

Активация M. pneumoniae воспалительного каскада через Toll like 

receptors (Толл-подобные рецепторы, TLR) ведет к цитокин опосредо-

ванному повреждению клеток респираторного тракта и, таким образом, 

играет существенную роль в процессе развития микоплазменной  

инфекции. Инфицированные M. pneumoniae альвеолярные макрофаги 

способны секретировать провоспалительные цитокины ИЛ-6, ФНО-α 

и ИЛ-1β, а также ИЛ-18, макрофагальный белок воспаления-1α, хе-

мокины RANTES и моноцитарный хемотаксический белок-1, ИЛ-12, 

ИЛ-23, которые ассоциированы с нейтрофильной инфильтрацией [13]. 

Клетки респираторного эпителия относятся к первому уровню за-

щиты при внедрении в организм M. pneumoniae. Вырабатываемые ими 

цитокины инициируют, поддерживают и регулируют реакции видового 

иммунитета, направленные на элиминирование патогена, а также участ-

вуют во включении в иммунную защиту факторов специфического им-

мунитета [28]. 
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На начальных этапах воспалительного ответа в респираторном 

тракте происходит экспрессия генов и продукция клетками респиратор-

ного эпителия цитокинов ФНО-α и ИЛ-6, которые модулируют даль-

нейшие реакции видового и специфического иммунитета. ФНО-α и ИЛ-6 

участвуют в патогенезе пневмонии, ассоциированной с инфицировани-

ем M. pneumoniae, что подтверждается обнаружением значимо высоких 

концентраций данных цитокинов в секретах респираторного тракта 

и сыворотке крови детей с микоплазменной пневмонией, при этом кон-

центрации ФНО-α и ИЛ-6 имеют прямую корреляцию с тяжестью забо-

левания [29, 30]. 

Результаты исследований in vitro, in vivo и клинические данные 

свидетельствуют о том, что существенную роль в патогенезе заболева-

ний, ассоциированных с инфицированием M. pneumoniae, принимают 

такие цитокины, как ИЛ-33 и RANTES, которые также ассоциированы 

с развитием аллергических заболеваний и БА [31–35].  

Локальная продукция данных цитокинов клетками респираторного 

эпителия играет существенную роль в патогенности и исходе мико-

плазменной инфекции, поэтому представляет интерес исследование их 

продукции клетками респираторного эпителия при активирующем дей-

ствии M. pneumoniae и CARDS-токсина.  

M. pneumoniae как преимущественно внеклеточный патоген взаи-

модействует с SP-A легких. SP-A участвует в модуляции иммунных ре-

акций в легких: он способствует поступлению патогенов в фагоциты, 

стимулирует внутриклеточный лизис, ограничивает активацию денд-

ритных клеток и Т-клеток, эффекты SP-A в отношении продукции про-

воспалительных цитокинов могут быть как ингибирующие, так и сти-

мулирующие. В исследованиях in vitro показано, что SP-A способен 

связывать M. pneumoniae и оказывать бактериостатический эффект [36, 

37]. Однако мало известно о провоспалительном действии возбудителя 

и CARDS-токсина in vitro в присутствии SP-A.  

1.2.4. Оксидативный стресс, инициируемый возбудителем 

M. pneumoniae повышает продукцию активных форм кислорода 

(АФК) в месте локализации инфекционного процесса [38]. При инфек-

ционном процессе, индуцированном M. pneumoniae, появление повы-

шенного количества АФК происходит в ходе реакций метаболизма, не-

обходимых для поддержания жизнедеятельности патогена, а именно 

при метаболизме глицерола и продуктов деградации фосфолипидов 

сурфактанта, являющихся основными источниками строительного ма-

териала и энергии для M. pneumoniae [39]. 
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Повышение продукции АФК приводит к усилению процессов пе-

рекисного окисления липидов (ПОЛ), интенсификации адгезии и агре-

гации тромбоцитов, формированию эндотелиальной дисфункции. В со-

вокупности данные процессы следует рассматривать как проявления 

оксидативного стресса, в результате которого происходит повреждение 

клеток респираторного эпителия [38, 39].  

Пероксид водорода — универсальный патогенетический маркер, 

который выделяется M. pneumoniae в ходе реакции превращения глице-

рола в дигидроксиацетонфосфат. Данная реакция катализируется фер-

ментом Г3Ф оксидазой, кодовый номер по классификации ферментов 

(EC) 1.1.3.21 [40]. Наличие Г3Ф оксидазы — отличительное свойство 

M. pneumoniae, поскольку у большинства микроорганизмов действует 

Г3Ф дегидрогеназа (EC 1.1.1.8), в реакции с которой электроны уходят 

к никотинамидадениндинуклеотиду (НАД) и пероксид водорода не об-

разуется. Г3Ф оксидаза M. pneumoniae восстанавливает молекулярный 

кислород в пероксид водорода. Этот процесс является важным факто-

ром, обусловливающим цитотоксичные свойства возбудителя [41]. 

Таким образом, в ходе метаболических процессов M pneumoniae 

повышается уровень пероксида водорода в биотопе воспаления, что 

вносит существенный вклад в патогенное действие микроорганизма.  

В настоящее время Г3Ф оксидаза M. pneumoniae рассматривается 

как возможная мишень для терапевтического воздействия [40], поэтому 

представляет интерес изучение гена Г3Ф оксидазы M. pneumoniae, что 

позволит выявить возможные генетические варианты возбудителя по 

фрагменту гена Г3Ф оксидазы и изучить их патогенные свойства. 

1.3. УЧАСТИЕ MYCOPLASMA PNEUMONIAE В ПАТОГЕНЕЗЕ ВОСПАЛЕНИЯ, 

АССОЦИИРОВАННОГО С БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ 

1.3.1. Распространенность возбудителя при бронхиальной астме 

Симптомы БА, такие как затруднение дыхания в виде одышки 

и хрипы, наблюдались у 10 % детей, у которых была выявлена инфек-

ция, обусловленная M. pneumoniae [42]. Также описаны случаи возник-

новения БА после перенесенной микоплазменной инфекции [43]. 

Масштабные когортные исследования по изучению распростра-

ненности M. pneumoniae среди детей были проведены с использованием 

6986 образцов сыворотки крови, которые протестированы на наличие 

специфических противомикоплазменных антител класса IgM и присут-

ствие провоспалительных цитокинов. В ходе исследования установлено, 

что микоплазменная инфекция характеризуется цикличностью и при 

этом серологические маркеры выявлялись среди детей 6–7 лет [44].  
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У детей с патологией нижних отделов респираторного тракта, ас-

социированной с инфицированием M. pneumoniae, сывороточные уров-

ни общего IgE и провоспалительных цитокинов были значимо выше 

в сравнении с пациентами с воспалительными процессами верхних от-

делов респираторного тракта. Таким образом, инфицирование детей 

M. pneumoniae ассоциировано с большим риском поляризации иммун-

ного ответа по Т-хелперы 2 (Тх2) типу с продукцией провоспалительных 

цитокинов, участвующих в патогенезе аллергического воспаления [44]. 

Распространенность M. pneumoniae у взрослых и детей с БА варь-

ирует от 3 % до 64 % в зависимости от характера популяции, метода 

и времени исследования (пик эпидемии M. pneumoniae или спад) [45–51]. 

При использовании комплекса методов микробиологической диагно-

стики, таких как ПЦР и иммуноферментный анализ (ИФА), показано, 

что M. pneumoniae выявляется наиболее часто у детей старше 5 лет 

в период обострения БА [52], среди пациентов младше 5 лет распро-

страненность M. pneumoniae наименьшая [53]. 

Для M. pneumoniae характерно длительное персистирование на 

эпителии респираторного тракта, что приводит к обострению ранее су-

ществующей БА у детей. Полученные данные свидетельствуют о том, 

что риск рецидивирующего течения БА повышается, если период 

обострения заболевания сочетается с инфицированием M. pneumoniae, 

что особенно характерно для детей в возрасте 2–15 лет с атопией 

в анамнезе [54, 55]. 

Микоплазменная инфекция может протекать латентно, при этом 

клинические симптомы минимальны. При хронической инфекции коли-

чество патогена в образцах биологического материала, полученных из 

респираторного тракта, включая бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ), 

низкое, поэтому применение культурального метода исследования мо-

жет привести к получению отрицательного результата. Применение ме-

тода ПЦР позволяет повысить чувствительность детекции M. pneumoniae. 

Выявление ДНК патогена методом ПЦР у взрослых пациентов с хрони-

ческой БА обнаружило его высокую распространенность инфицирова-

ния (до 42 %) [56]. 

1.3.2. Участие микроорганизма и его CARDS-токсина в патогенезе 

аллергического воспаления в респираторном тракте 

В экспериментах показано, что рCARDS-токсин M. pneumoniae 

способен индуцировать аллергическое воспаление у BALB/c мышей по-

сле однократного введения. Критериями аллергического воспаления при 

этом являлись гиперсекреция слизи, повышенный Tх2 ответ с продук-

цией ИЛ-4, ИЛ-13, эозинофилия и гиперреактивность дыхательных пу-
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тей [57]. По данным литературных источников, CARDS-токсин M. pneu-

moniae способен индуцировать иммунный ответ, ассоциированный 

с продукцией иммуноглобулина (Ig)E, и потенциально может самостоя-

тельно функционировать как классический аллерген. В эксперименте 

показано, что CARDS-токсин обостряет уже существующее аллергиче-

ское воспаление у животных. 

M. pneumoniae обусловленная инфекция характеризуется повы-

шенным содержанием общего IgE в сыворотке крови. Синтез IgE клет-

ками иммунной системы происходит при поступлении сигнала от ИЛ-4, 

выработка которого инициируется при активации STAT6 белка. Он 

в свою очередь активируется CARDS-токсином микроорганизма.  

В экспериментальных исследованиях сенсибилизированные 

CARDS-токсином животные продуцировали аллерген-специфический 

IgE, который связывался с высокоаффинными IgE-рецепторами на цир-

кулирующих базофилах, а также на тучных клетках кожи и слизистой. 

В результате возникала дегрануляция и выход эффекторных молекул, 

включая протеазы, биогенные амины, цитокины, лейкотриены [57].  

В ходе аллергического воспаления может снижаться экспрессия 

TLR2 и выделение провоспалительных цитокинов, что приводит к нару-

шению элиминирования патогена из респираторного тракта [58]. 

M. pneumoniae способна инициировать гиперреактивность дыха-

тельных путей, усиливая Тх2 иммунный ответ и продукцию IgE. Вы-

деляющийся IgE активирует тучные клетки, которые участвуют в ал-

лергическом воспалении. У детей с респираторным микоплазмозом 

наблюдалось повышенное содержание ИЛ-4 в сыворотке крови, тогда 

как содержание ИФ-γ, который модулирует клеточный иммунный ответ, 

было снижено [59]. 

ИЛ-4 — основной цитокин, который стимулирует Тх2 иммунный 

ответ, являющийся ключевым в патогенезе аллергического воспаления 

и БА. Тх2 также вырабатывают ИЛ-5 и ИЛ-10, которые инициируют про-

дукцию IgE и активацию эозинофилов [60]. В сыворотке крови детей с БА 

и респираторным микоплазмозом выявлялись высокие титры специфиче-

ских антител класса IgE к антигенам M. pneumoniae. Если при инфекции, 

обусловленной M. pneumoniae, происходит поляризация иммунного от-

вета в направлении Тх2 иммунного ответа, то риск формирования ал-

лергического иммунного ответа и БА значительно увеличивается [53]. 

Цитологические исследования биопсийного материала пациентов 

с БА и диагностированной M. pneumoniae инфекцией выявили значи-

тельную инфильтрацию тучными клетками, которые, как и Тх2, способ-

ны вырабатывать ИЛ-4 и таким образом участвуют в поддержании ал-

лергического воспаления [56, 61].  
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Антигены M. pneumoniae взаимодействуют с рецепторами на туч-

ных клетках, что приводит к их стимулированию и сопровождается вы-

работкой различных цитокинов и хемокинов, которые поддерживают 

и усиливают воспаление при БА [37].  

M. pneumoniae способна инфицировать различные клетки респира-

торного тракта, которые участвуют в патогенезе БА, включая эпители-

альные клетки, макрофаги и тучные клетки. Микроорганизм оказывает 

прямое повреждающее действие на клетки, нарушая процессы мукоци-

лиарного клиренса и стимулируя синтез провоспалительных медиато-

ров, участвуя в инициировании и обострении БА [53, 62]. 

Длительно протекающее воспаление в респираторном тракте при-

водит к ремоделированию дыхательных путей. В этом процессе участ-

вуют лейкоциты и протеины плазмы крови, которые перемещаются из 

кровеносного русла в ткани и становятся участниками воспалительных 

реакций в респираторном тракте [48]. Повышение проницаемости сосу-

дистой стенки обеспечивается Vascular endothelial growth factor (фактор 

роста эндотелия сосудов, VEGF) [63].  

При БА VEGF выделяется из активированных эндотелиальных кле-

ток и стимулирует васкуляризацию и повышение проницаемости сосудов, 

что усиливает аллергическое воспаление. Высокие уровни VEGF в ре-

спираторном тракте могут активировать Т-клетки и приводить к их сен-

сибилизации к аллергенам. В то же время VEGF активирует дендритные 

клетки, которые продуцируют костимулирующие молекулы. Показано, 

что уровни VEGF повышены в сыворотке крови пациентов с инфициро-

ванием M. pneumoniae и признаками аллергического воспаления [63]. 

Дыхательные пути покрыты слоем слизи, которая связывает ино-

родные частицы и микроорганизмы, а также облегчает их выведение 

путем мукоцилиарного транспорта. В состав слизи входят муциновые 

гликопротеины, вода, ионы, продуктов распада клеток. MUC5AC 

и MUC5B — главные макромолекулярные компоненты слизи, ответ-

ственные за ее вязкопластические, реологические, очистительные свой-

ства. Дефицит в продукции компонентов слизистого барьера делает легкие 

уязвимыми к повреждению. В то же время, повышенное слизеобразова-

ние со скоплением слизи в дыхательных путях является звеном патоге-

неза заболеваний респираторного тракта, таких как БА, хроническая об-

структивная болезнь легких, муковисцидоз [64].  

M. pneumoniae оказывает влияние на регуляторные факторы секре-

ции муцина, что приводит к мукозной гиперсекреции. На культурах 

клеток бронхиального эпителия показано, что M. pneumoniae индуцирует 

экспрессию муцинов MUC5AC и MUC5B, активируя STAT6-STAT3 

сигнальные пути и сигнальный путь, связанный с рецептором эпи-
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дермального фактора роста (EGFR), что приводит в свою очередь к по-

давлению активности белка FOXA2, который является транскрипцион-

ным репрессором биосинтеза муцина. STAT6-STAT3 и EGFR активи-

руются при действии цитокинов ИЛ-4, ИЛ-6 и ИЛ-13, продукция 

которых возрастает при инфицировании M. pneumoniae [64]. 

1.4. СОВРЕМЕННЫЕ ПОДХОДЫ К МОДЕЛИРОВАНИЮ ИНФЕКЦИИ, 

ОБУСЛОВЛЕННОЙ MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

Изучение патогенетически значимых свойств микроорганизмов 

осуществляется с применением экспериментальных биологических мо-

делей различных типов. Традиционным является проведение инфициро-

вания лабораторных животных (эксперименты in vivo). Также патоген-

ные свойства микроорганизмов оцениваются in vitro в экспериментах 

с использованием культур клеток. Для изучения патогенетических осо-

бенностей инфекции человека, обусловленной M. pneumoniae, приме-

няются как экспериментальные модели in vivo, так и in vitro [23].  

Модели микоплазменной инфекции in vivo, основанные на исполь-

зовании лабораторных животных, не способны воспроизводить аналог 

микоплазменной инфекции ввиду структурно-функциональных отличий 

иммунных систем человека и животных [65, 66]. Поскольку единствен-

ным естественным хозяином M. pneumoniae является человек [11], дан-

ный возбудитель не является патогенным для животных во внелабора-

торных, внеэкспериментальных условиях, поэтому для индукции ответа 

организма животного на M. pneumoniae как один из способов использу-

ют введение патогена в высоких дозах (10
6
–10

7
) [23], на 2–3 порядка 

превышающих количество микроорганизма, определяемое в биологиче-

ском материале, полученном из респираторного тракта пациентов с ре-

спираторным микоплазмозом [67]. В совокупности это приводит к зна-

чительной неопределенности результатов, полученных на моделях 

in vivo c участием лабораторных животных, что является аксиомой 

в научном мире. 

Альтернативой экспериментам на животных при изучении дей-

ствия различных веществ и патогенных микроорганизмов на клетки, 

ткани и органы человека является проведение исследований на культу-

рах клеток. Выбор релевантной клеточной модели для изучения пато-

генных свойств микроорганизмов позволяет достоверно перенести ре-

зультаты, полученные в исследованиях in vitro, на человека [68].  

Эксперименты с применением клеточных культур легче стандар-

тизировать, поэтому результаты характеризуются лучшей воспроизво-

димостью в сравнении с экспериментами с участием лабораторных жи-
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вотных. Применение клеточных технологий повышает транслируемость 

результатов биомедицинских исследований при переносе на человече-

ский организм, то есть обеспечивается достижение их достоверности, 

воспроизводимости и сопоставимости с результатами клинических 

наблюдений [69]. 

Моделирование взаимодействия патогенного микроорганизма 

и его метаболитов с клетками организма человека позволяет более де-

тально, на клеточном уровне изучить инфекционный процесс.  

Отличительной чертой инфекционного процесса в организме чело-

века, обусловленного M. pneumoniae, является взаимодействие микро-

организма с клетками респираторного эпителия, при этом происходит 

их активация, сопровождающаяся выработкой провоспалительных ци-

токинов. Также M. pneumoniae выделяет токсичные для клеток веще-

ства, которые оказывают прямое цитопатическое действие на клетки ре-

спираторного эпителия. Продукция провоспалительных цитокинов 

клетками респираторного эпителия при их активации M. pneumoniae 

и прямое цитотоксическое действие микроорганизма на клетки являют-

ся значимыми в формировании патологического процесса при инфици-

ровании M. pneumoniae. 

Патогенность различных штаммов M. pneumoniae исследуют 

в условиях in vitro в различных культурах клеток. Критериями патоген-

ности штаммов при использовании культур клеток являются адгезивные 

свойства штаммов, способность вызывать цитопатическое действие, 

размножаться и персистировать в клетках [70 с. 129]. 

С применением биологических моделей на основе клеток человека 

выявлены особенности экспрессии основного фактора патогенности 

M. pneumoniae — CARDS-токсина. Показано, что при инкубировании 

M. pneumoniae с клетками респираторного эпителия человека экспрес-

сия гена CARDS-токсина и продукция белка M. pneumoniae значительно 

увеличиваются, тогда как при росте микроорганизма в жидкой питатель-

ной среде в отсутствии контакта с клетками респираторного эпителия 

CARDS-токсин экспрессируется только на одной из фаз роста культуры 

M. pneumoniae, при этом молекулы CARDS-токсина не обнаруживаются 

в среде культивирования в течение всего периода роста культуры мик-

роорганизма [23]. Цитопатическое действие CARDS-токсина M. pneu-

moniae на клетки респираторного эпителия установлено в эксперимен-

тах in vitro [22]. 

В соответствии с общими этическими принципами научно-иссле-

довательской деятельности эксперимент на животном не должен быть 

проведен, если практически доступен другой научно обоснованный ме-

тод получения искомого результата, не требующий использования жи-
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вотного [71]. Выбор подходящей модели для изучения инфекционного 

заболевания in vitro важен для адекватной экстраполяции полученных 

данных на процессы, протекающие в живом организме [68]. 

Экспериментальное изучение патогенных свойств M. pneumoniae 

на культурах клеток позволило установить, что данный макроорганизм 

обладает значительным провоспалительным действием, которое выра-

жается в продукции широкого спектра цитокинов различными клетками 

при его контакте с ними [17, 25, 72]. При этом полученные в экспери-

ментах in vitro результаты были подтверждены клиническими наблюде-

ниями [25].  

Известные способы изучения патогенного действия M. pneumoniae 

in vitro характеризуются тем, что проводится только инфицирование 

культур клеток M. pneumoniae. Дополнительный анализ воздействия 

CARDS-токсина M. pneumoniae на клетки респираторного эпителия 

позволит получить новую научную информацию о патогенных свой-

ствах возбудителя.  

Поскольку CARDS-токсин M. pneumoniae взаимодействует со спе-

цифическими рецепторами на поверхности клеток респираторного эпи-

телия, способен попадать внутрь клеток и оказывать цитопатическое 

действие, то изучение его роли в инициации синтеза провоспалитель-

ных цитокинов клетками респираторного эпителия будет способство-

вать выявлению факторов, которые являются ведущими в реализации 

провоспалительного действия M. pneumoniae. 

Данная задача решалась в ходе исследования путем создания био-

логических моделей взаимодействия M. pneumoniae c клетками респи-

раторного эпителия человека in vitro, характеризующихся использова-

нием рCARDS-токсина для активации клеток респираторного эпителия 

в отдельном эксперименте. Полученные модели были применены для 

изучения патогенного действия M. pneumoniae на клетки респираторно-

го эпителия. 

1.5. ПРИНЦИПЫ ДИАГНОСТИКИ РЕСПИРАТОРНОГО  

МИКОПЛАЗМОЗА 

Культуральные исследования, являясь золотым стандартом выяв-

ления ряда микроорганизмов не атипичной природы, не нашли своего 

применения для обнаружения M. pneumoniae в клинической практике. 

Получение культур данного патогена — чрезвычайно трудоемкий и дли-

тельный процесс: микроорганизм растет медленно, в среднем 7–14 суток 

[6, 15, 73].  
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Для M. pneumoniae как преимущественно внеклеточного патогена 

в силу специфичности питательных потребностей требуются для роста 

специальные среды, такие как SP4, содержащая эмбриональную сыво-

ротку крупного рогатого скота с обязательным добавлением антибиотика, 

препятствующего росту сопутствующих микроорганизмов, среда PPLO, 

дополненная дрожжевым экстрактом, глюкозой и пенициллином [64]. 

Этиологическая микробиологическая диагностика инфекционного 

процесса респираторного тракта, вызванного M. pneumoniae, основана 

на некультуральных методах, а именно иммунологических и молеку-

лярно-генетических исследованиях [6, 73].  

В целях наиболее точного определения этиологической принад-

лежности M. pneumoniae к развитию респираторной патологии целесо-

образно применять в комплексе несколько методов клинической лабо-

раторной диагностики, какими могут быть серологические исследования 

и метод ПЦР [6, 16, 73, 74]. 

Метод ПЦР относится к методам амплификации НК (МАНК). 

В качестве мишени для амплификации используются гены Р1 адгезина, 

АТФ-азного оперона, CARDS-токсина, 16S рРНК M. pneumoniae и дру-

гие [75]. К разновидностям ПЦР, применяемым в диагностике мико-

плазменной инфекции, относятся [75]:  

– «гнездовая» ПЦР, при которой используется несколько пар 

праймеров, что повышает чувствительность метода; 

– ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ), преимуществами 

метода являются объединение этапов амплификации и детекции резуль-

татов, высокая чувствительность и специфичность, высокая производи-

тельность метода, возможность количественной оценки исходной ДНК 

матрицы; 

– мультиплексная ПЦР, которая обеспечивает одновременное опре-

деление в исследуемом образце НК нескольких микроорганизмов; 

– изотермическая амплификация НК (NASBA), позволяющая вы-

являть жизнеспособные микроорганизмы. 

ПЦР диагностика приобретает все большее значение для установ-

ления этиологической принадлежности M. pneumoniae, а также для кон-

троля эффективности проводимой терапии, наибольшее распростране-

ние получила технология ПЦР-РВ [76 с. 322, 77 с. 86]. 

Биологический материал, подходящий для детекции ДНК M. pneu-

moniae, включает соскобы эпителиальных клеток из полости носа, рото-

глотки, мокроту, трахеальный аспират, БАЛ [78]. 

Одновременная циркуляция M. pneumoniae и других возбудителей 

респираторных инфекций, воздушно-капельный путь передачи, а также 

высокая восприимчивость к респираторным инфекциям создают благо-
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приятные условия для возникновения смешанных вариантов инфекции 

[70 с. 223]. Согласно полученным данным, до 60 % случаев респиратор-

ного микоплазмоза является микст-инфекциями, обусловленными одно-

временным присутствием M. pneumoniae и вирусов или ассоциацией 

M. pneumoniae и типичных бактерий (Str. pneumoniae, Staph. aureus, 

H. influenza) [70 c. 223, 79, 80]. В свою очередь вопрос об одновремен-

ном инфицировании M. pneumoniae и другими возбудителями атипич-

ной природы к настоящему времени мало изучен.  

1.6. ПРОБЛЕМА ПРЕАНАЛИТИЧЕСКОГО ЭТАПА И ВЫБОРА ОПТИМАЛЬНОЙ 

СИСТЕМЫ ПРОБОПОДГОТОВКИ ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ МЕТОДА ПЦР  

ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ДНК MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

Качество и чистота выделенных НК относятся к наиболее важным 

факторам ПЦР анализа. Для того чтобы получить высокоочищенные 

НК, не содержащие ингибирующих примесей, необходимо использовать 

наиболее подходящие методы выделения. К возможным примесям, ко-

торые могут ингибировать проведение анализа с использованием ПЦР, 

относятся: SDS, фенол, этанол, изопропанол, ацетат натрия, хлористый 

натрий, этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА), гемоглобин, гепа-

рин, мочевина [81]. 

Исследование мокроты представляет собой одно из ведущих 

направлений микробиологической диагностики заболеваний дыхатель-

ной системы, включая инфекции, вызванные атипичными микроорга-

низмами, к которым относится M. pneumoniae [3, 67, 82, 83 с.135].  

Мокрота относится к биологическому материалу с высоким содер-

жанием ингибиторов амплификации, таких как муколитические агенты, 

компоненты крови, полисахариды. Полисахариды в составе муцинов 

мокроты определяют вязкую консистенцию мокроты и являются основ-

ными ингибиторами амплификации, поскольку присутствуют в ней по-

стоянно в значительной концентрации. Ингибирующее действие полиса-

харидов связано со способностью затруднять работу ДНК полимеразы. 

Присутствие в мокроте субстанций, ингибирующих ПЦР, может приво-

дить к получению ложноотрицательных результатов [84–86]. 

Описаны различные методы экстракции ДНК M. pneumoniae из 

биологического материала [78]: 1) разбавление образца 0,9 % хлоридом 

натрия с последующим добавлением SDS, экстракция фенол-хлороформом 

и осаждение ацетатом аммония и этанолом; 2) предварительная обра-

ботка протеиназой K с последующей экстракцией фенол-хлороформом 

или фенол-хлороформ-изоамиловым спиртом и осаждением этанолом; 

3) экстракция по Boom (сорбционная экстракция) обработанных проте-
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азой или не обработанных образцов; 4) инкубация с Chelex и азидом 

натрия; 5) обработка ультразвуком или кипячением; 6) экстракция фенол-

хлороформ-изоамиловым спиртом с последующей экстракцией эфиром; 

7) экстракция фенол-хлороформом и осаждение ацетатом натрия или 

хлоридом натрия. 

При выборе метода выделения ДНК из мокроты необходимо при-

нимать во внимание спектр ингибиторов данного биологического мате-

риала. Методы выделения НК, которые адекватны для одного биологи-

ческого материала, могут совершенно не подходить для выделения НК 

из мокроты или приводить к получению продукта с низкой концентра-

цией ДНК, присутствием ингибиторов ПЦР, следствием чего могут 

стать ложноотрицательные результаты выявления ДНК M. pneumoniae. 

Выводы 

1. M. pneumoniae характеризуется генетически детерминированной 

множественностью факторов патогенности (молекулы адгезинов, 

CARDS-токсин, пероксид водорода, провоспалительные цитокины, вы-

рабатываемые в ответ на инфицирование M. pneumoniae). Особенности 

проявления патогенных свойств возбудителя могут быть связаны с внут-

ривидовой генетической вариабельностью в факторах патогенности. 

2. Экспериментальные модели инфекции, обусловленной M. pneu-

moniae, основанные на использовании экспериментальных животных, 

не способны полностью охватить особенности микоплазменной инфек-

ции у человека. Представляет интерес изучение на биологических моде-

лях взаимодействия M. pneumoniae с клетками респираторного эпителия 

человека in vitro биохимических и генетических особенностей возбуди-

теля, связанных с его патогенностью. 

3. Использование высокочувствительного и высокоспецифичного 

молекулярно-генетического метода ПЦР-РВ может решить значимую 

для практики задачу выявления M. pneumoniae при условиях подбора 

оптимальной методики пробоподготовки.  

4. Из всех видов биологического материала респираторного трак-

та, которые применяются для выявления ДНК M. pneumoniae методом 

ПЦР, мокрота рассматривается как наиболее информативный. Однако 

полисахариды мокроты являются ингибиторами ПЦР, поэтому при вы-

боре методики выделения ДНК из мокроты следует ориентироваться на 

те методики, которые обеспечивают наиболее полное удаление полиса-

харидов.  
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ГЛАВА 2 

СОЗДАНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ КЛЕТОЧНЫХ МОДЕЛЕЙ 

ИНФЕКЦИИ, ОБУСЛОВЛЕННОЙ MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

2.1. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОПТИМАЛЬНЫХ УСЛОВИЙ ДЛЯ ИНФИЦИРОВАНИЯ 

А549 КЛЕТОК MУСOPLASMA PNEUMONIAE 

In vitro моделью стала клеточная линия карциномы легких челове-

ка A549 (ATCC, certified cell line-185). Клетки выращивали во флаконах 

с поверхностью для роста 75 см
2
 в Eagle's minimal essential medium (ми-

нимальной поддерживающей среде Игла, MEM, Sigma, США) с добав-

лением 10 % fetal bovine serum (эмбриональной бычьей сыворотки, FBS, 

Sigma, США) и 1 % раствора антибиотиков пенициллин-стрептомицин 

с 10 000 единицами пенициллина и 10 мг стрептомицина на 1 мл 0,9 % 

NaCl (Sigma, США) при 37 °C в увлажненной атмосфере с 5 % CO2. Ко-

гда клетки достигали 80–90 % конфлюэнтности, их отделяли с поверх-

ности роста путем обработки 0,25 % трипсином и субкультивировали. 

Морфологию A549 клеток изучали под световым инвертированным 

микроскопом Olympus CK2 (Olympus Optical, Middlesex, Англия), объ-

ектив ×10, оснащенным видеокамерой. 

Моделирование процесса взаимодействия M. pneumoniae c клетка-

ми респираторного эпителия проводили с использованием клеточной 

линии A549, которая несет все характерные признаки альвеолярных 

клеток 2-го типа и широко используется для оценки действия различ-

ных инфекционных агентов и биологически активных веществ на ре-

спираторный эпителий [32, 110]. Было показано, что M. pneumoniae спо-

собна к инфицированию A549 клеток, при этом проникновение патогена 

внутрь A549 клеток наблюдается при температуре не ниже 37 °С и до-

стигает максимального уровня спустя 24 часа после инкубирования. 

Микроорганизм сохраняет свою жизнеспособность внутри A549 клеток 

в течение продолжительного времени, при этом его количество посто-

янно в течение 48 часов после инфицирования и незначительно снижа-

ется через 72 часа после замены среды с M. pneumoniae на среду, не со-

держащую микроорганизм [111]. 

При создании биологических клеточных моделей взаимодействия 

M. pneumoniae с клетками респираторного эпителия учитывали особен-

ности физиологии микроорганизма. M. pneumoniae не способна к синте-

зу de novo многих питательных веществ и является зависимой от их по-

ступления из внешней среды [10]. Состав ростовой среды оказывает 

существенное влияние на рост и жизнеспособность патогена. 
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В ходе исследования определяли оптимальную среду для инфици-

рования A549 M. pneumoniae. Для этого оценивали концентрацию 

M. pneumoniae штамм ATCC 15531 при культивировании в течение 

72 часов в среде для роста микоплазм (бульон основа с добавкой для 

микоплазм, Thermo Scientific Oxoid), в питательной среде для роста кле-

ток MEM-2 % FBS с антибиотиками и в смешанной питательной среде, 

содержащей MEM-2 % FBS с антибиотиками с добавлением среды для 

роста микоплазм (итоговое соотношение сред 1 : 1) (табл. 2.1). Началь-

ная концентрация M. pneumoniae составила 1 Ед по шкале МакФарлан-

да, что соответствовало 5 × 10
8
 КОЕ/мл. Концентрация M. pneumoniae, 

выраженная в КОЕ/мл, определялась при культивировании микроорга-

низма на плотной питательной среде в течение 7 дней. 
Таблица 2.1 

Концентрация M. pneumoniae штамм ATCC 15531 при культивировании  

в различных питательных средах, Me (мин…макс) 

Время, 

часы 

M. pneumoniae, КОЕ (×108)/мл 

Среда для роста 

микоплазм 
MEM-2 % FBS 

MEM-2 % FBS+среда  

для роста микоплазм (1 : 1) 

0 а 5,3 (3,4…6,3) 5,4 (4,2…5,8) 5,2 (3,6…7,2) 

24 7,7 (6,2…9,3)* 4,6 (3,9…5,7) 6,8 (5,3…7,4) 

48 10,8 (8,8…11,7)* 2,6 (2,7…4,0)* 5,4 (4,6…6,9) 

72 12,4 (10,3…13,4)* 0,6 (0,3…1,2)* 4,2 (3,9…5,7) 

Примечание: а — начальная концентрация M. pneumoniae; * различия значимы 

с уровнем значимости р < 0,05. 

 

При культивировании M. pneumoniae штамм ATCC 15531 в стан-

дартной среде для микоплазм, которая содержит оптимальное соотно-

шение питательных веществ, необходимых для роста микроорганизма, 

наблюдалось стабильное линейное увеличение его концентрации в те-

чение всего периода эксперимента — 72 часа культивирования. В то же 

время начальный рост M. pneumoniae в смешанной среде сопровождался 

только незначительным увеличением концентрации патогена через 

24 часа культивирования. Через 72 часа культивирования концентрация 

M. pneumoniae снижалась, что обусловлено истощением питательных 

веществ, необходимых для поддержания стабильного роста микроорга-

низма. Концентрация M. pneumoniae при культивировании в среде 

MEM-2 % FBS, которая использовалась для роста A549 клеток, снижа-

лась к течение всего времени культивирования, что свидетельствовало о 

недостатке питательных веществ при культивировании микроорганизма 

в данной питательной среде (табл. 2.1). 

В соответствии с полученными результатами при разработке био-

логических моделей взаимодействия M. pneumoniae с клетками респи-

раторного эпителия для инфицирования A549 клеток использовались 
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суспензии M. pneumoniae штамм ATCC 15531 в коммерческой пита-

тельной среде для роста микоплазм, чтобы обеспечить оптимальные 

условия для жизнедеятельности микроорганизма в период инфицирова-

ния A549 клеток. 

M. pneumoniae размножается и персистирует в респираторном 

тракте, взаимодействуя с клетками респираторного эпителия. При ин-

фицировании клеток респираторного эпителия in vitro источником пи-

тательных веществ для микроорганизма является как ростовая среда, 

которая окружает клетки респираторного эпителия, так и сами клетки. 

В данном исследовании роль клеток в поддержании жизнедеятель-

ности и роста M. pneumoniae оценивалась путем определения концен-

трации M. pneumoniae при культивировании микроорганизма в присут-

ствии и в отсутствии A549 клеток. Результаты представлены в табл. 2.2. 

Таблица 2.2 

Количество M. pneumoniae штамм ATCC 15531 при культивировании  

в МЕМ-2 % FBS в присутствии и в отсутствии A549 клеток, Me (мин…макс) 

А549 клетки 
M. pneumoniae, КОЕ (×106)/образец 

начало культивированияа 72 часа культивирования 

Присутствуют 3,5 (2,6…4,3) 63,4 (53,9…67,2)* 

Отсутствуют 4,2 (3,8…5,7) 7,4 (6,2…8,8)* 

Примечание: а — начальное количество M. pneumoniae составило 5 × 108 КОЕ/образец. 
КОЕ/образец в начале культивирования представляет собой количество M. pneumoniae, 

оставшейся в лунке планшета после инкубирования в течение 4 часов с M. pneumoniae 

в питательной среде для микоплазм и последующей замены среды с M. pneumoniae на 

среду МЕМ-2 % FBS без добавления микроорганизма; * различия значимы с уровнем зна-

чимости р < 0,05. 

 

Количество M. pneumoniae, которое оставалось в лунке планшета 

после замены среды с микроорганизмом, составило порядка 5 % 

от начального количества патогена, добавляемого в лунку планшета 

(табл. 2.2), что согласуется с ранее полученными данными о распреде-

лении возбудителя между средой культивирования и адгезионной по-

верхностью [112]. 

Как видно из табл. 2.2, количество M. pneumoniae (КОЕ) в начале 

ее культивирования (после добавления M. pneumoniae) и инкубирования 

в течение 4 часов в питательной среде для микоплазм были сопостави-

мы в экспериментах с присутствием и отсутствием А549 клеток, что 

обусловлено способностью патогена прикрепляться как к клеткам, так 

и к пластиковым поверхностям планшета.  

Количество жизнеспособных M. pneumoniae спустя 72 часа куль-

тивирования возрастало более чем в 18 раз в присутствии А549 клеток 

в MEM-2 % FBS среде с антибиотиками и менее чем в 2 раза в отсутствии 
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А549 клеток. Среда культивирования в данных экспериментах заменялась 

только один раз: после инфицирования А549 клеток M. pneumoniae в те-

чение 4 часов питательную среду для микоплазм с неприкрепленной 

M. pneumoniae удаляли и заменяли на MEM-2 % FBS среду с антибио-

тиками. Концентрация M. pneumoniae (табл. 2.2) представляет собой 

общее количество клеток микроорганизма на лунку планшета как при-

крепленных к клеткам, а также к поверхностям лунки, так и находя-

щимся в питательной среде.  

Полученные результаты свидетельствуют о том, что в присутствии 

А549 клеток жизнеспособность M. pneumoniae повышается (табл. 2.2) 

даже в среде MEM-2 % FBS с антибиотиками, которая при отсутствии 

А549 клеток не обеспечивает оптимальные условия для жизнедеятель-

ности M. pneumoniae (табл. 2.2). 

Для оценки действия M. pneumoniae штамм ATCC 15531 A549 

клетки инфицировали суспензиями микроорганизма в различных кон-

центрациях, которые соответствовали стандартам МакФарланда от 0,1 

до 2 Ед. Широкий диапазон инфицирующих концентраций M. pneu-

moniae, начиная с относительно низких значений, применялся для опре-

деления оптимальных концентраций микроорганизма и наблюдения его 

активирующего влияния на A549 клетки. 

Продолжительность инфицирования A549 клеток M. pneumoniae 

подбирали экспериментально, учитывая данные о том, что микроорга-

низм обнаруживался на поверхности клеток млекопитающих, а также во 

внутриклеточном пространстве уже спустя 2 часа после культивирова-

ния клеток в среде, содержащей микроорганизм [113].  

В настоящем исследовании A549 клетки инкубировали с суспензи-

ями M. pneumoniae штамм ATCC 15531 в течение 2, 4, 6, 12 и 24 часов. 

Через 2 часа культивирования A549 клеток с суспензиями M. pneumoniae 

в концентрациях 0,1; 0,25 и 0,5 Ед обнаружение ДНК патогена в A549 

клетках не воспроизводилось в параллельных экспериментах, тогда как 

через 4 часа культивирования клеток с суспензиями M. pneumoniae 

в каждой из концентраций от 0,1 до 2 Ед по шкале МакФарланда ДНК 

микроорганизма выявлялась в A549 клетках методом ПЦР-РВ, при этом 

результат детекции характеризовался полной воспроизводимостью. Ин-

фицирование A549 клеток M. pneumoniae подтверждали обнаружением 

увеличения концентрации ДНК микроорганизма методом ПЦР-РВ с те-

чением времени.  

Поэтому в дальнейших экспериментах A549 клетки инкубировали 

с суспензиями M. pneumoniae в течение 4 часов в увлажненной атмосфе-

ре с 5 % CO2, затем клеточный супернатант с M. pneumoniae удаляли, 

клетки промывали 1 мл фосфатно-солевого буфера (PBS) и добавляли 
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1 мл питательной среды с антибиотиками. В лунках с контрольными 

клетками среду не меняли. 

Стабильность инфицирования A549 клеток оценивалась через 24, 

48 и 72 часа после замены среды с M. pneumoniae в параллельных экс-

периментах для каждой из концентраций патогена. Инфицирование 

A549 клеток M. pneumoniae было подтверждено обнаружением увели-

чения концентрации ДНК микроорганизма методом ПЦР-РВ через 24, 

48 и 72 часа после замены среды, в контрольных клетках ДНК M. pneu-

moniae не была выявлена.  

При инфицировании A549 клеток суспензиями M. pneumoniae 

штамм ATCC 15531, соответствующими стандартам МакФарланда 

0,1 Ед; 0,25 Ед и 0,5 Ед, показатель жизнеспособности клеток составил 

80 % и выше через 24 и 48 часов (табл. 2.3), что указывало на то, что 

клетки сохраняют свою жизнеспособность при данных условиях экспе-

римента [114].  
Таблица 2.3 

Значения показателя жизнеспособности (%) А549 клеток и относительная  

экспрессия гена RANTES в экспериментах с M. pneumoniae штамм ATCC 15531,  

Me (мин…макс) 

Условия 
24 часа 48 часов 72 часа 

% ОЭГ % ОЭГ % ОЭГ 

Контрольa 93,2  
(92,6…93,4) 

1 94,0  
(93,6…94,8) 

1 89,6  
(89,0…89,9) 

1 

Mp 

0,1 Eд 

93,9 

(90,6…97,5) 

1,5  

(1,3…2,8) 

86,9 

(82,4…91,3) 

2,7  

(2,2…4,5) 

85,5 

(81,6…89,2) 

2,1 

(1,8…3,3) 

Mp 
0,25 Eд 

92,3 
(89,2…97,6) 

2,2  
(1,8…3,6) 

85,2 
(79,5…87,4) 

3,2  
(2,5…3,8) 

78,4 
(72,4…83,2) 

6,8  
(3,9…8,0) 

Mp 

0,5 Eд 

88,4 

(82,4…93,8) 

10,3 

(9,4…11,7) 

82,3 

(79,5…86,7) 

5,2  

(5,0…7,4) 

75,4 

(72,6…81,4) 

5,4  

(4,3…8,9) 

Примечание: a — A549 клетки, Mp — M. pneumonia. 

 

Морфологическое исследование монослоев A549 клеток после их 

инфицирования возбудителем в концентрациях 0,1 Ед; 0,25 Ед и 0,5 Ед 

не выявило отличий от контрольных культур клеток (рис. 2.1). 

  
а     б 

Рис. 2.1. А549 клетки в контроле (а) и при инфицировании M. pneumoniae штамм ATCC 

15531 в концентрации 0,5 Ед (б) через 24 часа наблюдения 
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При инфицировании A549 клеток суспензией M. pneumoniae 

штамм ATCC 15531, соответствующей стандарту МакФарланда 2 Ед, 

показатель жизнеспособности клеток через 24 часа не превышал 63 %, 

что позволяет сделать вывод о преимущественно цитотоксическом дей-

ствии патогена в данной концентрации. В ходе морфологического ис-

следования инфицированных возбудителем монослоев A549 клеток об-

наружено, что количество клеток, прикрепленных к поверхности 

культивирования, меньше, чем в контрольных культурах, что также ука-

зывало на цитотоксическое действие (рис. 2.2). Поэтому суспензии 

M. pneumoniae в концентрациях, соответствующих стандартам МакФар-

ланда 2 Ед и выше, не использовались для оценки активирующего дей-

ствия патогена на A549 клетки. 

  
а     б 

Рис. 2.2. А549 клетки в контроле (а) и при инфицировании M. pneumoniae штамм ATCC 

15531 в концентрации 2 Ед (б) через 24 часа наблюдения 

 

Следует отметить, что при инфицировании A549 клеток суспензи-

ями M. pneumoniae штамм ATCC 15531 в концентрациях свыше 2 Ед по 

шкале МакФарланда микроорганизм проявлял цитотоксические свой-

ства по отношению к клеткам, однако их жизнеспособность значимо 

не менялась. В таком случае полученные результаты оценки жизнеспо-

собности A549 клеток при инфицировании M. pneumoniae в концентра-

ции 2 Ед по шкале МакФарланда (табл. 2.3) могут рассматриваться как 

предел цитотоксичности микроорганизма в данном эксперименте. Воз-

можно, добавление питательной среды, состав которой в большей сте-

пени, чем состав MEM-2 % FBS обеспечивает питательные потребности 

M. pneumoniae, способно усилить цитотоксичность микроорганизма. 

В свою очередь уровень метаболизма клеток при инфицировании 

in vitro также оказывает влияние на проявление цитотоксических 

свойств M. pneumoniae [112]. 

Биологическая модель взаимодействия M. pneumoniae штамм 

ATCC 15531 в концентрациях 0,1 Ед; 0,25 Ед и 0,5 Ед с A549 клетками 

использовалась для дальнейшего изучения провоспалительного дей-

ствия микроорганизма на клетки респираторного эпителия. В качестве 
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маркера активации A549 клеток при действии M. pneumoniae оценива-

лась экспрессия гена хемокина RANTES, который вырабатывается раз-

личными клетками, включая и клетки респираторного эпителия, в ответ 

на действие патогенных микроорганизмов [115]. Было показано, что хе-

мокин RANTES вырабатывается первичными клетками нормального ре-

спираторного эпителия человека in vitro при инфицировании M. pneu-

moniae [116]. Экспрессия гена RANTES (табл. 3.3) повышалась (ОЭГ > 1) 

при действии патогена в суспензиях, соответствующих стандартам 

МакФарланда 0,1 Ед; 0,25 Ед и 0,5 Ед. 

Оценка действия клинических изолятов M. pneumoniae на A549 

клетки при заданных условиях эксперимента показала сопоставимость 

результатов с применением стандартного штамма M. pneumoniae ATCC 

15531. 

Таким образом, была получена модель активации A549 клеток при 

действии суспензий M. pneumoniae, соответствующих стандартам 

МакФарланда 0,1 Ед; 0,25 Ед и 0,5 Ед, которая использовалась в даль-

нейшем для изучения провоспалительного действия микроорганизма на 

клетки респираторного эпителия человека [151]. 

2.2. ОЦЕНКА КОНЦЕНТРАЦИЙ РCARDS-ТОКСИНА  

ДЛЯ АКТИВАЦИИ А549 КЛЕТОК 

CARDS-токсин M. pneumoniae относится к семейству АДФ-рибо-

зилирующих токсинов и характеризуется уникальным сочетанием 

свойств, таких как способность связываться с поверхностью клеток 

и катализировать изменение структуры белков клеток [27]. 

В ходе исследования разработаны биологические модели взаимо-

действия M. pneumoniae c клетками респираторного эпителия человека 

in vitro, характеризующиеся использованием рCARDS-токсина для ак-

тивации клеток респираторного эпителия в отдельном эксперименте и 

применены для изучения провоспалительного действия M. pneumoniae. 

Согласно ранее проведенным зарубежным исследованиям рCARDS-

токсин в концентрациях от 10 до 50 мкг/мл оказывает цитотоксическое 

действие на клетки млекопитающих: HeLa, HEp2 и CHO [22]. 

При моделировании взаимодействия M. pneumoniae и рCARDS-

токсина с клетками респираторного эпителия A549 клетки пассажей  

9–10 переносили в 24-луночные культуральные планшеты в количестве 

5 × 10
5
 клеток на лунку площадью 1,9 см

2
 в питательной ростовой среде, 

содержащей среду MEM-2 % FBS, 1 % раствора антибиотиков пеницил-

лин-стрептомицин, и культивировали в условиях увлажненной атмосферы 

с 5 % CO2 при температуре 37 °C до достижения 100 % конфлюэнтности. 
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Для инфицирования A549 клеток использовались суспензии 

M. pneumoniae в питательной среде для роста микоплазм, соответству-

ющие стандартам МакФарланда 0,1 Ед; 0,25 Ед; 0,5 Ед и 2 Ед. Продол-

жительность инфицирования клеток составила 4 часа, затем среду 

с M. pneumoniae заменяли на среду MEM-2 % FBS с антибиотиками без 

микроорганизма и инкубировали A549 клетки в течение 24, 48 и 72 часов 

в увлажненной атмосфере с 5 % CO2 при температуре 37 °C. 

Инфицирование A549 клеток M. pneumoniae подтверждали обна-

ружением увеличения концентрации ДНК микроорганизма в клетках 

через 24, 48 и 72 часа, о чем судили по снижению порогового цикла ам-

плификации (Сt) при выявлении ДНК M. pneumoniae методом ПЦР-РВ 

через 24, 48 и 72 часа после инфицирования A549 клеток возбудителем. 

CARDS-токсин оказывает активирующее и цитопатическоет дей-

ствие на клетки респираторного эпителия [144]. Оценивали действие 

рCARDS-токсина (MyBioSource, США) в концентрациях от 0,05 мкг до 

50 мкг на 1 мл среды в лунке планшета с клетками. После достижения 

A549 клетками 100 % конфлюэнтности в планшетах культуральную 

среду без рCARDS-токсина заменяли на среду с рCARDS-токсином 

и инкубировали A549 клетки в течение 24, 48 и 72 часов в увлажненной 

атмосфере с 5 % CO2 при температуре 37 °C. 

Согласно сертификату анализа (MyBioSource, США) рCARDS-

токсин применялся со следующими характеристиками:  

– аминокислотная последовательность рCARDS-токсина: 

MPNPVRFVYRVDLRSPEEIFEHGFSTLGDVRNFFEHILSTNFGRSYFIS

TSETPTAAIRFFGSWLREYVPEHPRRAYLYEIRADQHFYNARATGENL

LDLMRQRQVVFDSGDREMAQMGIRALRTSFAYQREWFTDGPIAAAN

VRSAWLVDAVPVEPGHAHHPAGRVVETTRINEPEMHNPHYQELQTQ

ANDQPWLPTPGIA; 

– концентрация 0,6 мг/мл (метод Брэдфорд); 
– чистота рCARDS-токсина составила 85 %; чистоту определяли 

путем денситометрического анализа изображения окрашенной раство-

ром Кумасси бриллиантового синего фракции в полиакриламидного ге-

ля (ПААГ) после электрофореза в присутствии SDS; 

– молекулярная масса 34 кDa; 

– уровень эндотоксина < 1,0 ЕЭ (единицы эндотоксина) на 1 мг 

протеина при оценке методом определения содержания эндотоксинов 

с использованием лизата амебоцитов Limulus (ЛАЛ-тест). 

Через 24, 48 и 72 часа после инфицированияA549 клеток M. pneu-

moniae или инкубирования с рCARDS-токсином супернатанты клеточных 

культур собирали для оценки синтеза провоспалительных цитокинов 

методом ИФА. RLT лизирующий буфер (Qiagen, Германия) добавляли 
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в каждую лунку 24-луночных планшетов для лизиса клеток, последую-

щей экстракции РНК и проведения молекулярно-генетического анализа 

экспрессии генов провоспалительных цитокинов. 

Цитотоксичность при действии M. pneumoniae и рCARDS-токсина 

на A549 клетки оценивалась после окрашивания трипановым синим 

[107] как относительное количество нежизнеспособных клеток. Для этого 

A549 клетки отделяли с поверхности роста путем обработки 0,25 % 

трипсином, 20 мкл клеточной суспензии смешивали с 20 мкл 0,4 % рас-

твора трипанового синего, в камере Горяева производили подсчет светлых 

клеток (не содержащих трипановый синий, жизнеспособных) и темных 

клеток (содержащих включения трипанового синего, нежизнеспособ-

ных). Расчет показателя цитотоксичности (%) проводили по формуле: 

[количество темных клеток / (количество темных клеток + количество 

светлых)]. Показатель жизнеспособности (%) рассчитывался как (100 % ‒ 

показатель цитотоксичности). 

В качестве положительного контроля цитотоксичности применяли 

3 % формальдегид, в качестве отрицательного контроля цитотоксично-

сти выступали сами A549 клетки. 

Тест на цитотоксичность выполняли в 3 параллельных экспери-

ментах в 1–4 повторах в каждом. 

Для создания модели активации A549 клеток рCARDS-токсином 

было оценено действие рCARDS-токсина в концентрациях 0,05; 0,5; 5; 

20 и 50 мкг/мл. При действии рСARDS-токсина в концентрациях 0,05; 

0,5; 5 и 20 мкг/мл жизнеспособность A549 клеток составила 80 % и вы-

ше, экспрессия гена RANTES была повышена (ОЭГ > 1) (табл. 2.4), что 

в совокупности свидетельствовало об активации A549 клеток при дей-

ствии рСARDS-токсина в концентрациях от 0,05 до 20 мкг/мл. 
Таблица 2.4 

Значения показателя жизнеспособности (%) A549 клеток и относительная  

экспрессия гена RANTES в экспериментах с рCARDS-токсином, Me (мин…макс) 

Условия 
24 часа 48 часов 72 часа 

% ОЭГ % ОЭГ % ОЭГ 

Контрольа 93,2  

(92,6…93,4) 

1 94,0  

(93,6…94,8) 

1 89,6  

(89,0…89,9) 

1 

рCARDS 0,05 96,3 
(95,7…96,7) 

6,4 
(4,5…7,7) 

87,9 
(86,5…88,4) 

1,4  
(1,2…4,2) 

85,6 
(85,0…86,1) 

2,2  
(1,8…2,6) 

рCARDS 0,5 95,8 

(95,1…96,7) 

8,5  

(6,6…10,5) 

91,1 

(90,7…91,8) 

3,7  

(2,9…6,2) 

86,5 

(85,8…87,0) 

4,9 

(3,8…5,1) 

рCARDS 5 93,8 
(93,3…94,6) 

22,5 
(19,0…24,3) 

87,3 
(86,9…88,4) 

10,7  
(9,8…12,2) 

86,6 
(85,7…87,4) 

7,7 
(6,8…8,7) 

рCARDS 20 89,4 

(88,8…89,8) 

53,7 

(49,3…56,4) 

84,9 

(81,4…83,4) 

32,6 

(30,9…37,0) 

79,9 

(79,4…81,2) 

16,8  

(15,6…20,2) 

Примечание: a — A549 клетки. 
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Показатель жизнеспособности A549 клеток при действии рCARDS-

токсина в концентрации 50 мкг на 1 мл среды через 24 часа не превышал 

71 %. Полученный результат позволяют сделать вывод о преимуще-

ственно цитотоксическом действии рCARDS-токсина в данной концен-

трации в отношении A549 клеток. Поэтому в дальнейших исследовани-

ях по оценке провоспалительного действия рСARDS-токсина на A549 

клетки данный токсин в концентрации 50 мкг на 1 мл среды и выше 

не использовался. 

Полученная модель активации A549 клеток при действии рСARDS-

токсина, в которой рСARDS-токсин добавляли в концентрациях от 0,05 

до 20 мкг/мл, была использована для изучения патогенных свойств 

M. pneumoniae, проявляющихся в продукции провоспалительных цито-

кинов клетками респираторного эпителия при действии токсина [151]. 

2.3. МОДЕЛИРОВАНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

И рCARDS-ТОКСИНА С КЛЕТКАМИ РЕСПИРАТОРНОГО ЭПИТЕЛИЯ 

В ПРИСУТСТВИИ ПРОТЕИНА А СУРФАКТАНТА ЛЕГКИХ ЧЕЛОВЕКА 

SP-A является известным модулятором иммунных реакций в лег-

ких. SP-A человека был любезно предоставлен доктором Аластером 

Уотсоном, Саутгемптонский университет, Англия. SP-A выделен из 

БАЛ пациентов с альвеолярным протеинозом методом экстракции с бу-

танолом [117, 118]. В БАЛ человека SP-A формирует октадекамер раз-

мером 650 kDa, состоящий из 6 тримеров, каждый триммер сформиро-

ван продуктами генов Sftpa1 и Sftpa2 (две SP-A1 молекулы и одна SP-A2 

молекула) [119]. 

Чтобы учесть фактор влияния SP-A на A549 клетки монослои кле-

ток преинкубировали с 7 мкг белка на 1 мл среды в течение 30 минут 

при 37 °C в увлажненной атмосфере с 5 % CO2. При выборе экспери-

ментального количетсва SP-A учитывали, что SP-A присутствует в БАЛ 

здоровых взрослых в концентрациях от 5,8–36,0 мкг/мл [120, 121].  

SP-A принимает участие в обеспечении противомикробной защи-

ты и поддержании целостности ткани легкого. В данном исследовании 

показано, что SP-A активирует A549 клетки, что проявляется в незначи-

тельном повышении экспрессии гена RANTES, при этом клетки сохра-

няли высокую жизнеспособность (табл. 2.5). 

M. pneumoniae как преимущественно внеклеточный патоген и вы-

деляемый ею CARDS-токсин взаимодействуют с SP-A [21, 36, 37]. 

На поверхности грибов, вирусов и бактерий обнаружены различ-

ные молекулы, которые являются рецепторами SP-A [119]. К таким мо-

лекулам относятся липиды наружной поверхности клеточной мембраны 

M. pneumoniae. В результате взаимодействия SP-A с липопротеинами 
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M. pneumoniae в культуре замедляется рост популяции микроорганизма 

(бактериостатический эффект) [36]. 
Таблица 2.5 

Значения показателя жизнеспособности (%) A549 клеток и относительная  

экспрессия гена RANTES в экспериментах с SP-A, Me (мин…макс) 

Условия 
24 часа 48 часов 72 часа 

% ОЭГ % ОЭГ % ОЭГ 

Контроль 97,3  

(96,9…98,3) 

1 95,6  

(94,7…96,6) 

1 96,4  

(95,8…97,2) 

1 

SP-A 96,8 

(96,0…98,1) 

1,9  

(1,2…1,6) 

98,4 

(97,2…99,0) 

1,3  

(1,2…1,4) 

94,5 

(94,0…95,7) 

1,1  

(1,1…1,3) 

 

При моделировании взаимодействия M. pneumoniae и рCARDS-

токсина с клетками респираторного эпителия после инкубации A549 

клеток с SP-A параллельно проводили два эксперимента: инфицирова-

ние A549 клеток суспензиями M. pneumoniae штамм ATCC 15531, соот-

ветствующими стандартам МакФарланда 0,1 Ед; 0,25 Ед и 0,5 Ед и дей-

ствие на A549 клетки рCARDS-токсина в концентрациях 0,05; 0,5; 5 

и 20 мкг/мл.  

В целом критерии активации A549 клеток соответствовали тако-

вым в первой биологической модели: клетки сохраняли высокую жиз-

неспособность и наблюдалось увеличение экспрессии гена RANTES 

(табл. 2.6, 2.7). 
Таблица 2.6 

Значения показателя жизнеспособности (%) А549 клеток и относительная  

экспрессия гена RANTES в экспериментах с M. pneumoniae штамм ATCC 15531  

в присутствии SP-A, Me (мин…макс) 

Условия 
24 часа 48 часов 72 часа 

% ОЭГ % ОЭГ % ОЭГ 

Контрольа 94,4  

(93,8…95,1) 

1 92,6  

(90,7…95,5) 

1 91,8  

(85,6…93,3) 

1 

Mp 0,1 Eд 94,8 

(93,5…96,4) 

0,2  

(0,1…0,3) 

87,3 

(79,2…90,8) 

2,8  

(2,4…3,0) 

88,4 

(82,7…90,4) 

1,8 

(1,5…2,1) 

Mp 0,25 Eд 91,9 

(89,8…95,2) 

0,4  

(0,3…0,5) 

86,5 

(80,6…89,6) 

5,7  

(3,8…6,7) 

80,6 

(76,5…84,8) 

3,3  

(2,8…3,8) 

Mp 0,5 Eд 85,6 

(83,3…90,7) 

0,3 

(0,2…0,4) 

81,7 

(78,3…87,1) 

3,9  

(3,4…6,2) 

78,9 

(76,5…82,6) 

6,3  

(4,5…6,6) 

Примечание: a — SP-A+A549 клетки, Mp — M. pneumonia. 

 

Как видно из табл. 2.6, если в первые 24 часа A549 клетки отвеча-

ют повышением экспрессии гена RANTES преимущественно в ответ на 

внесение SP-A (ОЭГ < 1), то уже через 48 часов как при инфицировании 

M. pneumoniae, так и при действии рCARDS-токсина ОЭГ > 1 (табл. 2.6, 

2.7), что подтверждает активацию A549 клеток патогеном и рCARDS-

токсином. 
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В присутствии SP-A M. pneumoniae в концентрации 2 Ед по шкале 

МакФарланда и рCARDS-токсин в концентрации 50 мкг/мл вызывали 

снижение жизнеспособности А549 клеток через 24 часа до 67 % и 74 % 

соответственно, что свидетельствовало о преимущественно цитотокси-

ческом действии возбудителя и рCARDS-токсина в данных концентра-

циях. Как и в первой разработанной биологической модели in vitro пато-

ген и токсин в данных концентрациях не применялись для оценки 

провоспалительного действия на А549 клетки. 
Таблица 2.7 

Значения показателя жизнеспособности (%) A549 клеток  

и относительная экспрессия гена RANTES в экспериментах  

с рCARDS-токсином в присутствии SP-A, Me (мин…макс) 

Условия 
24 часа 48 часов 72 часа 

% ОЭГ % ОЭГ % ОЭГ 

Контрольа 97,7  

(93,0…94,6) 

1 95,2  

(90,5…98,1) 

1 88,6  

(85,2…92,3) 

1 

рCARDS 0,05 95,3 
(94,9…97,2) 

15,3 
(12,9…18,9) 

86,5 
(83,0…92,5) 

1,4  
(1,2…4,2) 

86,6 
(82,4…88,4) 

3,5  
(2,9…4,7) 

рCARDS 0,5 92,0 

(95,1…96,7) 

35,4  

(29,9…38,8) 

92,7 

(87,4…96,0) 

3,7  

(2,9…6,2) 

85,5 

(81,6…89,9) 

6,4 

(5,9…12,9) 

рCARDS 5 93,8 
(90,3…96,7) 

68,4 
(62,6…71,9) 

88,2 
(82,5…92,1) 

10,7 
(9,8…12,2) 

88,6 
(84,2…90,4) 

25,2 
(23,9…33,4) 

рCARDS 20 83,0 

(79,4…91,5) 

164,8 

(149,2… 

185,6) 

85,4 

(80,6…89,3) 

32,6 

(30,9…37,0) 

78,9 

(76,3…84,1) 

57,2 

(49,3…86,3) 

Примечание: a — SP-A+A549 клетки. 
 

Вторая биологическая модель применена для изучения провоспа-

литльного действия патогена и токсина в условиях, приближенным 

к условиям in vivo, т.е. физиологическим.  

Использование в обоих разработанных биологических моделях 

M. pneumoniae штамм ATCC 15531, являющегося референсным штам-

мом микроорганизма, позволило стандартизировать условия для изуче-

ния провоспалительного действия патогена in vitro, последующее ис-

следование действия клинических изолятов M. pneumoniae на A549 

клетки в разработанных моделях показало сопоставимость результатов 

с применением стандартного штамма M. pneumoniae ATCC 15531. 

Выводы 

1. M. pneumoniae и рСARDS-токсин оказывают активирующее 

и цитотоксическое действие в отношении A549 клеток. Проявление ак-

тивирующего и цитотоксического действия M. pneumoniae и рСARDS-

токсина зависит от концентраций патогена и токсина. 

2. Разработаны модели взаимодействия M. pneumoniae и рCARDS-

токсина с A549 клетками путем определения концентраций возбудителя 
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и рCARDS-токсина, оптимальных для изучения провоспалительного 

действия микроорганизма и его токсина на клетки респираторного эпи-

телия in vitro. 

3. Разработанные модели взаимодействия M. pneumoniae и рCARDS-

токсина с клетками респираторного эпителия человека in vitro включают 

инфицирование A549 клеток суспензиями M. pneumoniae, соответству-

ющими стандартам МакФарланда 0,1 Ед; 0,25 Ед и 0,5 Ед, и воздействие 

рСARDS-токсина в концентрациях от 0,05 до 20 мкг/мл в отдельных 

экспериментах, а также модель, в которой А549 клетки инкубировали 

с SP-A и затем параллельно проводили два эксперимента: инфицирова-

ние A549 клеток суспензиями M. pneumoniae и действие на A549 клетки 

рCARDS-токсина для изучения провоспалительного действия возбуди-

теля в условиях, близким к условиям in vivo, т. е. физиологическим. 

4. Жизнеспособность A549 клеток при инфицировании суспензия-

ми M. pneumoniae, соответствующими стандартам МакФарланда 0,1 Ед; 

0,25 Ед и 0,5 Ед, и действии рСARDS-токсина в концентрациях от 0,05 

до 20 мкг/мл, оцененная в тесте с трипановым синим, составила 80 % 

и более, активирующее действие M. pneumoniae и рCARDS-токсина на 

A549 клетки было оценено по экспрессии гена хемокина RANTES. 

5. Проведенный расчет экономической эффективности использо-

вания разработанных биологических моделей взаимодействия M. pneu-

moniae с клетками респираторного эпителия in vitro позволяет сделать 

вывод о снижении затрат при ее использовании на 30 % в сравнении 

с проведением экспериментов на животных, при этом не маловажным 

является возможность использования разработанных биологических 

моделей взаимодействия M. pneumoniae и рСARDS-токсина с клетками 

респираторного эпителия как альтернативы экспериментам на животных. 

 

ГЛАВА 3 

ПРИМЕНЕНИЕ НОВЫХ БИОЛОГИЧЕСКИХ МОДЕЛЕЙ  

IN VITRO ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ПАТОГЕННОГО ДЕЙСТВИЯ 

MYCOPLASMA PNEUMONIAE НА КЛЕТКИ  

РЕСПИРАТОРНОГО ЭПИТЕЛИЯ ЧЕЛОВЕКА 

3.1. АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ 

ФНО-α, ИЛ-6, RANTES И ПРОДУКЦИИ ИЛ-33 А549 КЛЕТКАМИ  

ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ M.PNEUMONIAE И ДЕЙСТВИИ рCARDS-ТОКСИНА 

В экспериментах было показано, что помимо прямого цитопатиче-

ского действия, M. pneumoniae способна инициировать массивный вос-

палительный ответ в легких, сопровождающийся активацией клеток 

иммунной системы и выработкой широкого спектра цитокинов. Равно-
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весие между эффективным воспалительным ответом и поддержанием 

целостности ткани легких, обеспечиваемое факторами видовой имму-

нологической защиты легких, в значительной степени чувствительно 

к действию инфекционных агентов. При инфицировании M. pneumoniae 

запускаются иммунологические реакции, сопровождающиеся процесса-

ми деструкции легочной ткани [45]. 

При действии M. pneumoniae и CARDS-токсина клетки респиратор-

ного эпителия вырабатывают цитокины, которые регулируют развитие 

местных противомикробных защитных реакций в респираторном тракте. 

Локальная продукция провоспалительных цитокинов клетками ре-

спираторного эпителия играет существенную роль в патогенности и исходе 

микоплазменной инфекции, поэтому исследование их продукции при акти-

вирующем действии M. pneumoniae и CARDS-токсина может внести суще-

ственный вклад в понимание особенностей формирования воспалительных 

реакций, ассоциированных с инфицированием M. pneumoniae [28]. 

Разработанные биологические модели взаимодействия M. pneu-

moniae штамм ATCC 15531 и рCARDS-токсина с А549 клетками респи-

раторного эпителия человека применены для проведения оценки влияние 

M. pneumoniae и рCARDS-токсина на экспрессию генов провоспали-

тельных цитокинов ФНО-α, ИЛ-6, RANTES и продукцию ИЛ-33 клет-

ками респираторного эпителия in vitro. 

Ключевыми цитокинами в инициации воспаления и бактерицидных 

реакций являются цитокины ФНО-α и ИЛ-6, которые вырабатываются 

различными типами клеток (моноциты, макрофаги, лимфоциты), в том 

числе и эпителиальными клетками респираторного тракта [124, 125]. 

Суммарную РНК экстрагировали из A549 клеток с использованием 

набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия). Количество и качество вы-

деленной РНК оценивали путем измерения оптической плотности рас-

творов РНК на длинах волн 260 нм и 280 нм с помощью спектрофото-

метра NanoDrop™ Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, США), 

рассчитывали отношение абсорбций 260 нм/280 нм. 

Равные количества РНК (330 нг) подвергались обратной тран-

скрипции с использованием набора RevertAid H Minus First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, США). Аликвоты полученных 

растворов одноцепочечных кДНК в объеме 1 мкл (16,5 нг) использовали 

для проведения ПЦР-РВ с применением набора TaqMan Universal PCR 

Master Mix (Thermo Fisher Scientific, США) на приборе StepOnePlus 

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, США), итоговый объем 

ПЦР-реакции составил 10 мкл. Программа амплификации: 50 °C 2 ми-

нуты, 95 °C 10 минут, 45 циклов при 95 °C в течение 15 секунд и 60 °C — 

в течение 15 секунд.  
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ПЦР-РВ проводили с использованием специфических праймеров 

и зондов для каждого гена: ФНО-α Hs01113624_g1, RANTES 

Hs00982282_m1, ИЛ-6 Hs00985639_m1, GAPDHs02786624_g1 (Life 

Technologies, США).  

Наличие экспрессии генов ФНО-α, RANTES, ИЛ-6 и GAPDH опре-

деляли по каналу FAM, при этом значения порогового цикла находились 

от 26 до 35 для генов ФНО-α, RANTES и ИЛ-6, и от 17 до 20 для гена 

глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназы (GAPDH). Отсутствие экс-

прессии генов ФНО-α, RANTES и ИЛ-6 определяли по каналу FAM — 

значение порогового цикла не определяется или больше 35. 

Относительную экспрессию генов (ОЭГ) цитокинов ФНО-α, RANTES 

и ИЛ-6 (таргетных генов, T) оценивали методом сравнения CT (2
-ΔΔCT

) 

[108] с использованием гена GAPDH в качестве референсного гена (Р). 

ОЭГ оценивали в А549 клетках, подвергавшихся инфицированию 

M. pneumoniae или воздействию рCARDS-токсина (таргетных клетках, T) 

по отношению к контрольным А549 клеткам (К), которые не испытыва-

ли действия возбудителя или рCARDS-токсина и культивировались 

в монослоях в тех же экспериментах, что и таргетные А549 клетки. 

ОЭГ = 2
-ΔΔCT

, 

ΔΔCt = (CtTT ‒ CtTР) ‒ (CtКТ ‒ CtКР),  

где CtTT — пороговый цикл амплификации таргетного гена в таргетных 

А549 клетках; CtTР — пороговый цикл амплификации референсного ге-

на в таргетных А549 клетках; CtКТ — пороговый цикл амплификации 

таргетного гена в в контрольных А549 клетках; CtКР — пороговый цикл 

амплификации референсного гена в контрольных А549 клетках. 

Значения ОЭГ > 1 свидетельствовали об увеличении уровня экс-

прессии гена, значения ОЭГ от 0 до 1 характеризовали ее снижение. 

ОЭГ в контрольных А549 клетках принимали равным 1. 

Было показано, что инфицирование А549 клеток суспензиями 

M. pneumoniae, соответствующими стандартам МакФарланда 0,1 Ед; 

0,25 Ед и 0,5 Ед, и действие рCARDS-токсина в концентрациях 0,05 

и 0,5 мкг/мл не сопровождалось экспрессией генов ФНО-α и ИЛ-6. 

В свою очередь стимулирование А549 клеток рCARDS-токсином в кон-

центрациях 5 и 20 мкг/мл приводило к увеличению экспрессии гена 

ФНО-α (с максимумом через 24 часа) и гена ИЛ-6 (с максимумом через 

48 часов) во всех временных промежутках после активации клеток 

рCARDS-токсином (табл. 3.1) [147]. Относительная экспрессия генов 

оценивалась по отношению к контрольным А549 клеткам, которые не ис-

пытывали действия M. pneumoniae или рCARDS-токсина и культивирова-

лись в монослоях в тех же экспериментах, что и таргетные А549 клетки, 

подвергавшиеся воздействию возбудителя или рCARDS-токсина. 
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Таблица 3.1 

Относительная экспрессия генов ФНО-α и ИЛ-6 А549 клетками  

при действии рCARDS- токсина, Me (мин…макс) 

Условия  

эксперимента 
24 часа 48 часов 72 часа 

ФНО-α 

CARDS 5 2,5 (2,4…2,8) 2,2 (1,9…2,5) 1,4 (1,3…1,6) 

SP-A+CARDS 5 5,8 (5,6…6,6)* 4,8 (4,7…5,0)* 4,8 (4,2…5,0)* 

CARDS 20 6,6 (6,0…6,9) 4,7 (4,1…5,0) 3,9 (3,0…4,2) 

SP-A+CARDS 20 41,5 (39,6…42,0)* 31,6 (27,4…32,9)* 29,8 (27,1…30,0)* 

ИЛ-6 

CARDS 5 2,3 (2,0…2,9) 5,3 (5,1…5,9) 2,2 (1,9…2,6) 

SP-A+CARDS 5 5,2 (4,7…5,8)* 9,1 (8,9…9,6)* 6,6 (6,6…7,3)* 

CARDS 20 6,1 (5,9…6,3) 10,1 (9,9…10,9) 6,3 (5,9…6,9) 

SP-A+CARDS 20 16,5 (14,5…17,1)* 35,0 (33,3…37,8)* 10,3 (9,6…11,2)* 

Примечание: * различия значимы с уровнем значимости р < 0,05. 

 

M. pneumoniae обладает способностью влиять на активность NF-κB, 

который регулирует внутриклеточные процессы, связанные с воспале-

нием, повышая экспрессию генов эффекторных и регуляторных моле-

кул воспалительных реакций в различных клетках [19]. После прикреп-

ления M. pneumoniae сначала к эпителиальным клеткам респираторного 

тракта, затем к альвеолярным макрофагам, происходит активация клеток 

путем передачи сигнала от TLR, с которым взаимодействуют липопро-

теины M. pneumoniae. Поскольку у микоплазм отсутствует клеточная 

стенка, они не содержат молекул (липополисахарид, пептидогликаны, 

липотейхоевые кислоты), которые традиционно выступают в роли анти-

генов у других микроорганизмов. Липопротеины M. pneumoniae являются 

основными молекулами-активаторами факторов видового иммунитета 

[19]. Описаны гены более 30 различных липопротеинов M. pneumoniae. 

Показано, что липопротеины N-ALP1/N-ALP2 и F0F142ТФаза M. pneu-

moniae активируют NF-kβ через TLR-1, TLR-2 или TLR-1, TLR-2, TLR-6 

сигнальные пути. Стимулы от данных TLRs связаны с продукцией ци-

токинов, которые обеспечивают миграцию лимфоцитов и нейтрофилов 

и инициируют воспаление в легких. 

ФНО-α и ИЛ-6 взаимодействуют с различными типами клеток 

в дыхательной системе, включая клетки респираторного эпителия, мо-

ноциты и макрофаги, а также клетки сосудистого эндотелия, что приво-

дит к активации трех сигнальных путей: митоген-активируемого проте-

инкиназного каскада (MAPK), сигнального пути NF-κB и сигнального 

пути JAK-STAT. При этом инициируется экспрессия ряда цитокинов 

(ИЛ-1, ИЛ-8, RANTES и др.), обладающих, как и ФНО-α и ИЛ-6, про-

воспалительным действием [126, 127]. Формирование каскада цитоки-
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нов усиливает воспалительный ответ в респираторном тракте при мико-

плазменной инфекции. 

Поскольку M. pneumoniae ассоциирована с развитием БА [7], а дей-

ствие CARDS-токсина рассматривается как действие классического ал-

лергена [57], то представляет интерес изучение продукции цитокина 

ИЛ-33, который вырабатывается клетками респираторного эпителия  

и ассоциирован с развитием аллергических заболеваний и БА [35, 128]. 

ИЛ-33 — провоспалительный цитокин семейства ИЛ-1, который 

конститутивно синтезируется эпителиальными клетками и локализуется 

в ядре, однако при повреждении барьерных тканей (механическом, дей-

ствии токсинов бактерий) ИЛ-33 выделяется во внеклеточное простран-

ство для активации факторов врожденного иммунитета. 

Показано, что клетки респираторного эпителия являются основ-

ным источником ИЛ-33 при формировании аллергического варианта 

иммунного ответа в респираторном тракте [34]. В ответ на действие  

ИЛ-33 вырабатываются цитокины, стимулирующие Tх2 иммунный от-

вет, которому отводится ключевая роль в возникновении и поддержании 

аллергического воспаления [35, 128]. 

Концентрацию ИЛ-33 определяли методом ИФА (R&D Systems, 

США) в соответствии с инструкцией к набору производителя. Чувстви-

тельность анализа составила 1,51 пг/мл. 

Основные изменения в продукции ИЛ-33 наблюдались через 48 ча-

сов после инфицирования M. pneumoniae и действия рCARDS-токсина. 

Выход ИЛ-33 в клеточные супернатанты составил: 10,5 (9,8…13,8), 24,4 

(22,2…30,0) и 60,0 (56,8…61,4) пг/мл при инфицировании M. pneumoniae 

в концентрациях 0,1; 0,25 и 0,5 Ед МакФарланда, 18,5 (15,5…21,0), 34,6 

(31,3…40,1), 68,0 (60,0…76,5) и 105,4 (90,5…129,7) пг/мл при действии 

рCARDS-токсина в концентрациях 0,05; 0,5; 5 и 20 мкг/мл соответствен-

но. Концентрации ИЛ-33 положительно коррелировали с концентраци-

ями M. pneumoniae и рCARDS-токсина (R = 0,949–0,963; р < 0,05) [147]. 

Полученные результаты выделения ИЛ-33 в клеточные суперна-

танты при инфицировании А549 клеток M. pneumoniae и действии 

рCARDS токсина in vitro соответствуют клиническим наблюдениям, 

в которых исследовалось содержание ИЛ-33 в сыворотке крови и БАЛ 

пациентов с микоплазменной пневмонией. Было показано, что ИЛ-33 

присутствовал как в сыворотке крови, так и в БАЛ пациентов с пневмо-

нией, ассоциированной с инфицированием M. pneumoniae [32]. 

Роль ИЛ-33 в реакциях видового иммунитета заключается в их 

усилении. Однако помимо обеспечения эффективности видового имму-

нитета в ходе защиты против чужеродных агентов, к которым относятся 

патогенные микроорганизмы, ИЛ-33 участвует в формировании аллер-
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гического патологического процесса [35, 128]. Внутриклеточный каскад 

реакций, который обеспечивает выделение ИЛ-33, включает активацию 

ряда внутриклеточных сигнальных молекул, таких как STAT, AKT и р38 

[35, 128]. Обнаружение M. pneumoniae у пациентов с бронхиальной аст-

мой [45–51] и способность CARDS-токсина микроорганизма индуциро-

вать аллергический воспалительный ответ в экспериментах in vivo [57] 

указывают на то, что патогенные свойства M. pneumoniae связаны с уча-

стием в формировании аллергических реакций. 

При разработке биологических моделей взаимодействия M. pneu-

moniae с клетками респираторного эпителия in vitro было показано, что 

M. pneumoniae и рCARDS приводят к усилению экспрессии гена хе-

мокина RANTES, который, как и ИЛ-33, является медиатором видового 

иммунитета и ассоциирован с аллергическим воспалением. 

Хемокин RANTES координирует иммунные реакции. Он не только 

индуцирует хемотаксис иммунных клеток, но и способен вызывать их 

активацию, сопровождающуюся синтезом молекул адгезии, повышен-

ной продукцией активных форм кислорода и дегрануляцией. RANTES 

вовлечен в формирование воспалительных реакций, ассоциированных 

с БА, через активацию эозинофилов и базофилов [34]. 

Таким образом, наблюдаемые в данном исследовании усиление экс-

прессии гена RANTES и увеличение продукции ИЛ-33 клетками респира-

торного эпителия при действии M. pneumoniae in vitro свидетельствуют 

о такой характеристике патогенного действия M. pneumoniae, как способ-

ность индуцировать выделение клетками респираторного эпителия цито-

кинов, участвующих в формировании аллергического воспаления. 

3.2. ОСОБЕННОСТИ ПРОЯВЛЕНИЯ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ДЕЙСТВИЯ 

ВОЗБУДИТЕЛЯ И рCARDS-ТОКСИНА В ОТНОШЕНИИ КЛЕТОК 

РЕСПИРАТОРНОГО ЭПИТЕЛИЯ ЧЕЛОВЕКА В ПРИСУТСТВИИ SP-A 

Взаимодействие M. pneumoniae и CARDS-токсина с SP-A может 

влиять на экспрессию и продукцию провоспалительных цитокинов клет-

ками респираторного эпителия in vitro при инфицировании M. pneu-

moniae [21, 36, 37]. 

В легких SP-A секретируется альвеолярными клетками II типа 

и клетками Клара [36]. SP-A относится к семейству коллектинов. Одной 

из основных биологических функций коллектинов является способность 

к опсонизации патогенных микроорганизмов, что усиливает фагоцитоз 

и обеспечивает эффективное их элиминирование из организма. SP-A 

стимулирует хемотаксис макрофагов, влияет на пролиферацию иммун-

ных клеток и продукцию провоспалительных цитокинов клетками ре-

спираторного эпителия [119].  
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Влияние SP-A на проявление патогенных свойств M. pneumoniae 

может быть опосредовано через рецепторные молекулы клеток. В про-

цессе адгезии к клеткам респираторного тракта M. pneumoniae связыва-

ется с поверхностными рецепторными молекулами TLR2 и TLR4, что 

приводит к активации синтеза провоспалительных цитокинов. Наруше-

ние процесса связывания M. pneumoniae с TLR2 и TLR4 приводит к тому, 

что возбудитель теряет способность индуцировать экспрессию провос-

палительных цитокинов. SP-A также взаимодействует с TLR2 и TLR4, 

поэтому может модулировать активирующее влияние M. pneumoniae на 

клетки респираторного тракта через данные молекулы [129]. 

Роль SP-A в регулировании противомикробного иммунитета не яв-

ляется однозначной: в зависимости от объекта действия SP-A и микро-

окружения SP-A может стимулировать как про- так и противовоспали-

тельный иммунный ответ.  

В данном исследовании изучено провоспалительное действие 

M. pneumoniae и рCARDS-токсина на клетки респираторного эпителия 

с использованием разработанной модели, включающей этап инкубиро-

вания А549 клеток с SP-A. Относительная экспрессия генов оценива-

лась по отношению к контрольным А549 клеткам, которые не испыты-

вали действия M. pneumoniae или рCARDS-токсина и культивировались 

в монослоях в тех же экспериментах, что и таргетные А549 клетки, под-

вергавшиеся воздействию возбудителя или рCARDS-токсина. Кон-

трольные А549 клетки, как и таргентные, преинкубировали с SP-A. 

При стимулировании клеток рCARDS-токсином в концентрациях 

5 и 20 мкг/мл SP-A не оказывал протективного эффекта, выражающего-

ся в снижении экспрессии генов ФНО-α и ИЛ-6. Напротив, экспрессия 

генов данных цитокинов в условиях предварительной инкубации клеток 

с SP-A с последующим добавлением токсина была значимо выше, чем 

при отсутствии белка (см. табл. 3.1). Можно сделать вывод, что SP-A, 

который способен взаимодействовать с CARDS-токсином, потенцирует 

его активирующее действие на клетки респираторного эпителия, что со-

провождается повышением экспрессии генов провоспалительных цито-

кинов ФНО-α и ИЛ-6 [147]. 

Наиболее чувствительным маркером инфицирования M. pneumoniae 

и действия рCARDS-токсина на респираторные клетки стал хемокин 

RANTES. Респираторный тракт является важным источником RANTES, 

поскольку данный хемокин выделяется различными клетками дыха-

тельной системы и помимо участия в защитных реакциях видового им-

мунитета ассоциирован с аллергическим воспалением через активацию 

эффекторных клеток аллергии [39, 116]. Экспрессия гена RANTES ре-

гулируется множеством транскрипционных факторов, среди которых 
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основными являются NF-κB и регуляторный фактор транскрипции ин-

терферонов 3 (IRF3). Важную роль в стимулировании экспрессии гена 

RANTES играет сигнал от ФНО-α, который активирует NF-κB [130]. 

С применением разработанной модели взаимодействия M. pneu-

moniae и рCARDS-токсина с А549 клетками показано, что экспрессия 

гена RANTES повышалась при действии патогена и его токсина (табл. 

3.2, рис. 3.1).  

Оценка провоспалительного действия микроорганизма и рCARDS-

токсина в разработанной в ходе исследования модели с внесением SP-A 

выявило особенности экспрессии гена RANTES А549 клетками. Она 

снижалась через 24 часа после инфицирования M. pneumoniae, однако 

при более продолжительном культивировании инфицированных пато-

геном клеток (48 и 72 часа) экспрессия гена RANTES повышалась. Дей-

ствие рCARDS-токсина сопровождалось увеличением экспрессии гена 

RANTES в каждом временном периоде — через 24, 48 и 72 часа 

(табл. 3.2). Показатель ОЭГ RANTES положительно коррелировал с до-

зами токсина во временном промежутке 24 часа (R = 0,963; р < 0,05).  

Результаты экспериментов in vivo показали существенную роль 

SP-A в ограничении аллергического воспаления при инфицировании 

M. pneumoniae. У генетически модифицированных SP-A
−/−

 нокаут мы-

шей, у которых отсутствовал ген SP-A, наблюдалась повышенная ги-

перреактивность дыхательных путей и продукция слизи при инфициро-

вании M. pneumoniae в сравнении с диким видом [37]. 

Таблица 3.2 

Относительная экспрессия гена RANTES А549 клетками в экспериментах  

с M. pneumoniae штамм ATCC 15531 и рCARDS токсином, Me (мин…макс) 

Условия  

эксперимента 
24 часа 48 часов 72 часа 

Mp 0,1 Eд 1,5 (1,3…2,8) 2,7 (2,2…4,5) 2,1 (1,8…3,3) 

SP-A+Mp 0,1 Eд 0,2 (0,2…0,3)* 2,8 (2,4…3,0) 1,8 (1,5…2,1) 

Mp 0,25 Eд 2,2 (1,8…3,6) 3,2 (2,5…3,8) 6,8 (3,9…8,0) 

SP-A+Mp 0,25 Eд 0,4 (0,4…0,5)* 5,7 (3,8…6,7) 3,3 (2,8…3,8) 

Mp 0,5 Eд 10,3 (9,4…11,7) 5,2 (5,0…7,4) 5,4 (4,3…8,9) 

SP-A+Mp 0,5 Eд 0,3 (0,3…0,4)* 3,9 (3,4…6,2) 6,3 (4,5…6,6) 

CARDS 0,05 6,4 (4,5…7,7) 1,4 (1,2…4,2) 2,2 (1,8…2,6) 

SP-A+CARDS 0,05 15,3 (12,9…18,9)* 7,3 (5,1…10,6) 3,5 (2,9…4,7) 

CARDS 0,5 8,5 (6,6…10,5) 3,7 (2,9…6,2) 4,9 (3,8…5,1) 

SP-A+CARDS 0,5 35,4 (29,9…38,8)* 17,4 (10,3…20,3) 6,4 (5,9…12,9) 

CARDS 5 22,5 (19,0…24,3) 10,7 (9,8…12,2) 7,7 (6,8…8,7) 

SP-A+CARDS 5 68,4 (62,6…71,9)* 47,3 (36,0…51,7)* 25,2 (23,9…33,4)* 

CARDS 20 53,7 (49,3…56,4) 32,6 (30,9…37,0) 16,8 (15,6…20,2) 

SP-A+CARDS 20 164,8 (149,2…185,6)* 143,6 (96,6…228,9)* 57,2 (49,3…86,3)* 

Примечание: * различия значимы с уровнем значимости р < 0,05. 
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Рис. 3.1. Фрагмент таблицы с результатами амплификации кДНК гена RANTES и рефе-

ренсного гена GAPDH 

 

В данном исследовании с применением разработанных моделей по-

казано, что после инкубации А549 клеток с SP-A и последующего стиму-

лирующего действия M. pneumoniae и рCARDS-токсина выход ИЛ-33, 

который ассоциирован с аллергическими ответом, в среду культивирования 

был значимо снижен в сравнении с экспериментами без преинкубации 

клеток с SP-A (рис. 3.2): 4,2 (4,0…5,0), 8,6 (6,3…8,7) и 17,6 (15,9…19,9) 

пг/мл при инфицировании M. pneumoniae в концентрациях 0,1; 0,25 и 0,5 

Ед МакФарланда, 9,7 (8,2…10,3), 17,7 (16,2…22,0), 23,8 (16,2…30,9) 

и 56,0 (55,5…62,2) пг/мл при действии рCARDS-токсина в концентра-

циях 0,05; 0,5; 5 и 20 мкг/мл соответственно через 48 часов [147]. 

Полученный результат позволяет предположить, что SP-A при 

взаимодействии с M. pneumoniae и рCARDS-токсином in vitro способен 

ограничивать патогенное действие возбудителя, связанное с участием 

в формировании аллергического воспаления, что проявляется в сниже-

нии продукции цитокина ИЛ-33 клетками респираторного эпителия при 

инфицировании M. pneumoniae и действии рCARDS-токсина. 
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Рис. 3.2. ИЛ-33 в супернатантах А549 клеток через 48 часов после инфицирования 

M. pneumoniae штамм АТСС 15531 (Mp) и при действии рCARDS-токсина 

 

Таким образом, провоспалительное действие M. pneumoniae 

и рCARDS-токсина, оцененное в разработанной модели, включающей 

SP-A, характеризуется экспрессией генов цитокинов RANTES, ФНО-α, 

ИЛ-6 при активации А549 клеток рCARDS-токсином, значимо большей, 

чем выявлено с применением разработанной модели без SP-A, при этом 

M. pneumoniae стимулировала экспрессию гена RANTES, но не генов 

ФНО-α и ИЛ-6. Продукция ИЛ-33 во внеклеточную среду наблюдалась 

значимо меньше, чем в отсутсвии белка А сурфактанта, как при инфи-

цировании M. pneumoniae, так и при действии рCARDS-токсина. 

Выводы 

1. Биологическая модель in vitro, основанная на проведении двух 

параллельных экспериментов: инфицирование А549 клеток суспензия-

ми M. pneumoniae штамм ATCC 15531, соответствующими стандартам 

МакФарланда 0,1 Ед; 0,25 Ед и 0,5 Ед в первом эксперименте и действие 

на клетки рCARDS-токсина в концентрациях 0,05; 0,5; 5 и 20 мкг/мл во 

втором эксперименте, применена для изучения провоспалительного 

действия M. pneumoniae и рCARDS-токсина на клетки респираторного 

эпителия, которое оценивалось по экспрессии генов ФНО-α, ИЛ-6, 

RANTES и продукции ИЛ-33.  

2. Клетки респираторного эпителия реагируют на инфицирование 

M. pneumoniae и действие рCARDS-токсина экспрессией генов цитоки-

нов ФНО-α, ИЛ-6, RANTES и продукцией цитокина ИЛ-33, которые 

принимают участие в регуляции воспаления и иммунного ответа. 

Спектр экспрессии генов цитокинов ФНО-α, ИЛ-6 и RANTES в парал-

лельных экспериментах с M. pneumoniae и рCARDS-токсином отличал-

ся, что может свидетельствовать о том, что для реализации патогенного 
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действия значимо не только присутствие жизнеспособного патогена, но 

и выделение в биотоп инфицирования основного фактора патогенности 

M. pneumoniae — CARDS-токсина.  

3. Действие рCARDS-токсина оказывало наиболее существенное 

активирующее влияние в отношении экспрессии генов провоспалитель-

ных цитокинов А549 клетками. Присутствие в среде культивирования 

рCARDS-токсина в концентрациях 5 и 20 мкг/мл сопровождалось уве-

личением экспрессии генов ФНО-α, ИЛ-6, хемокина RANTES (p < 0,05). 

M. pneumoniae в отсутствии рCARDS-токсина была не способна инду-

цировать экспрессию генов таких провоспалительных цитокинов, как 

ФНО-α, ИЛ-6, при этом действие патогена сопровождалось повышен-

ной экспрессией гена RANTES (p < 0,05). А549 клетки продуцировали 

ИЛ-33 в ответ на инфицирование M. pneumoniae и воздействие 

рCARDS-токсина возбудителя. 

4. Биологическая модель in vitro для изучения патогенного дей-

ствия M. pneumoniae, в которой А549 клетки предварительно инкубиро-

вали с SP-A и затем параллельно проводили два эксперимента: инфици-

рование A549 клеток суспензиями M. pneumoniae штамм ATCC 15531 

и внесение рCARDS-токсина, применена для изучения провоспалитель-

ного действия M. pneumoniae в условиях, приближенным к in vivo, т. е. 

физиологическим.  

5. Сравнение результатов оценки провоспалительного действия 

M. pneumoniae и рCARDS-токсина в двух разработанных моделях 

in vitro указывает на существенную роль токсина в реализации патоген-

ного действия M. pneumoniae. Действие рCARDS-токсина в условиях 

преинкубирования А549 клеток с SP-A сопровождалось повышением 

экспрессии генов провоспалительных цитокинов RANTES, ФНО-α 

и ИЛ-6, большим, чем при отсутствии белка А сурфактанта (p < 0,05), 

при этом M. pneumoniae не стимулировала экспрессию клетками генов 

ФНО-α и ИЛ-6. С применение разработанных моделей in vitro показано, 

что M. pneumoniae и рCARDS-токсин индуцируют выход ИЛ-33 во вне-

клеточную среду, который в разработанной модели с внесением SP-A 

значимо ниже, чем при взаимодействии патогена и рCARDS-токсина 

с А549 клетками без участия белка А сурфактанта (p < 0,05). Эффект 

SP-A в отношении ограничения продукции ИЛ-33 при микоплазменной 

инфекции может быть существенным в снижении риска формирования 

аллергического ответа при инфицировании M. pneumoniae.  
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ГЛАВА 4 

ИЗУЧЕНИЕ ВАРИАБЕЛЬНОСТИ НУКЛЕОТИДНОЙ 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ГЕНА ГЛИЦЕРОЛ-3-ФОСФАТ 

ОКСИДАЗЫ И ЦИТОТОКСИЧНОСТИ 

MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

4.1. ВЫЯВЛЕНИЕ НУКЛЕОТИДНЫХ ЗАМЕН В ГЕНЕ ГЛИЦЕРОЛ-3-ФОСФАТ 

ОКСИДАЗЫ МИКРООРГАНИЗМА 

Один из основных факторов патогенности M. pneumoniae, перок-

сид водорода, выделяется в ходе ферментативной реакции, катализиру-

емой Г3Ф оксидазой [40]. Однако мало известно о структурных особен-

ностях гена фермента у M. pneumoniae, выявляемой в биологическом 

материале пациентов с респираторной патологией.  

Г3Ф оксидаза M. pneumoniae включает ФАД связывающий и суб-

страт связывающий домены (рис. 4.1), при этом ФАД связывающий до-

мен принимает участие в переносе протона с образованием пероксида 

водорода [106]. 

 

Рис. 4.1. Cтереомодель Г3Ф оксидазы (C. K. Elkhal et al., 2015) 

 

В данном исследовании изучались структурные особенности ФАД 

связывающего домена гена Г3Ф оксидаза M. pneumoniae методом 

сиквенс-анализа, для этого были подобраны олигонуклеотидные прай-

меры и оптимизированы условия амплификации ДНК M. pneumoniae. 

Праймеры подбирались на основе структуры гена Г3Ф оксидазы 

M. pneumoniae штамм M129 (MPN051, номер в GeneBank NC_000912.1, 

регион 63494…64648).  
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Конструирование праймеров проводили вручную с учетом всех 

требований к конструкции праймеров. Олигонуклеотидные последова-

тельности проверяли на специфичность с использованием Basic Local 

Alignment Search Tool (программы, проводящей поиск гомологов белков 

или генов путем сравнения с изветной последовательностью, BLAST). 

Полученные праймеры: 

MPN051-f-5`-40-ATAGGCTGTGCCACTGCTTA-59-3` (прямой 

праймер) 

MPN051-r-5`-700-ACTGACCTCGACGGGTTGT-682-3` (обратный 

праймер) 

позволяют детектировать фрагмент длиной 660 п.о. гена Г3Ф оксидазы 

M. pneumoniae [148, 150, 11-A, 2150]. 

Для оптимизации условий ПЦР в ходе исследования установлен 

оптимальный вариант проведения ПЦР с подобранными праймерами: 

подобраны температура отжига праймеров, время денатурации и кон-

центрация ионов магния. 

В качестве матрицы для оптимизации условий амплификации ис-

пользовалась ДНК, выделенная из штамма M. pneumoniae ATCC 15531. 

Амплификация осуществлялась в объеме 50 мкл. Первичная оцен-

ка праймеров осуществлялась в следующих условиях:  

5 мкл образца ДНК,  

25 мкл ПЦР буфера (200 мкM каждого дезоксинуклеотидтрифос-

фата (dHTФ), 2,0 U AmpliTaq ДНК полимеразы, 10 мM Tрис-HCl, 

50 мM KCl, 2 мM MgCl2), 

4 пмоль каждого праймера (5 мкл, общий объем 5 × 2 = 10 мкл), 

16 мкл бидистиллированной воды. 

Программа амплификации: 

Денатурация: +95 С… 10 мин. 

Циклирование (45 циклов): +95 С… 15 сек. 

 +55 С… 30 сек. 

 +72 С… 15 сек. 

Для каждого из образцов было характерно наличие на электрофо-

реграмме полосы в 660 п.н.  

Далее проводили оптимизацию концентрации ионов магния 

в ПЦР-смеси. Концентрация соли магния (Mg
2+

) в реакционной смеси 

может влиять на качество и количество образующегося ПЦР продукта. 

При проведении ПЦР рекомендуется использовать концентрацию ионов 

Mg в интервале от 2 до 6 мМ. В данном исследовании изучали влияние 

концентрации хлорида магния, начиная с 0,5 мМ, и постепенно повы-

шали концентрацию до предельного значения 6 мМ. Наилучшей кон-

центрацией хлорида магния считается та, при использовании которой 



131 

наблюдается наиболее четкая и яркая полоса на электрофореграмме. 

В соответствии с условиями амплификации оптимальной концентраци-

ей Mg
2+

 стало значение 3,5 мМ. 

На следующем этапе проводилась оптимизация температуры от-

жига праймеров (от 55 °С до 60 °С) и времени денатурации (от 10 до 

15 минут). Результаты электрофоретического анализа показали, что оп-

тимальным является использование температуры отжига, равной 60 °С, 

и денатурации в течение 15 минут.  

Таким образом, был подобран оптимальный режим для амплифи-

кации фрагмента гена Г3Ф оксидазы M. pneumoniae:  

5 мкл образца ДНК,  

25 мкл ПЦР буфера (200 мкM каждого dHTФ, 2,0 U AmpliTaq ДНК 

полимеразы, 10 мM Tрис-HCl, 50 мM KCl, 3,5 мM MgCl2),  

4 пмоль каждого праймера (5 мкл, общий объем 5 × 2 = 10 мкл),  

16 мкл бидистиллированной воды. 

Программа амплификации: 

Денатурация: +95 С… 15 мин. 

Циклирование: (45 циклов): +95 С… 15 сек. 

 +60 С… 30 сек. 

 +72 С… 15 сек. 

Перед проведением секвенирующей ПЦР осуществлялась очистка 

амплифицированных фрагментов ДНК с использованием набора 

QIAquick Gel extraction kit (Qiagen, Германия). 

Секвенирующую ПЦР осуществляли в прямом и обратном направ-

лениях с использованием в прямой реакции праймера MPN051-f и в об-

ратной реакции праймера MPN051-r.  

Общая реакционная смесь включала:  

8,0 мкл BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 (Applied Bio-

systems, США),  

2 мкл образца ДНК,  

4 мкл соответствующего праймера (3,2 пмоль),  

6,0 мкл деионизированной воды.  

Конечный объем смеси составил 20 мкл.  

В качестве контроля проведения секвенирующей ПЦР осуществ-

лялся сиквенс-анализ pGEM® двухцепочечной ДНК матрицы (Applied 

Biosystems, США). Амплификацию проводили по программе: 

Денатурация: +96 С… 1 мин. 

Циклирование (25 циклов): +96 С… 10 сек. 

 +50 С… 5 сек. 

 +60 С… 4 мин. 



132 

После проведения секвенирующей ПЦР проводили очистку ам-

плифицированных фрагментов с использованием набора BigDye® 

XTerminator™ Purification kit (Applied Biosystems, США).  

Полученные фрагменты разделялись методом капиллярного элек-

трофореза в полиакриламидном геле на генетическом анализаторе ABI 

Prism 310 (Applied Biosystems, США).  

Данные о нуклеотидной последовательности образцов рассматри-

вались с использованием нуклеотид-нуклеотид BLAST поисковой си-

стемы (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi) для идентификации 

соответствия последовательности референсному гену. Нуклеотидная 

последовательность референсного гена была получена из GenBank базы 

данных и представлена M. pneumoniae штамм M129 ген MPN051 

(NC_000912.1, регион 63494…64648). Соответствие с референсным ге-

ном у штамма M. pneumoniae ATCC 15531 составило 100 %. 

Клинические изоляты M. pneumoniae получены при исследовании 

атипичной патогенной флоры пациентов основной группы и группы 

сравнения.  

В основной группе ДНК M. pneumoniae и С. pneumoniae была вы-

явлена у 72 (74 %) и 29 (30 %) пациентов соответственно, при этом спе-

цифические противомикоплазменные и противохламидийные антитела 

были обнаружены соответственно у 62 и 17 пациентов из числа пациен-

тов с положительным результатом ПЦР-РВ.  

Исходя из результатов ПЦР анализа, установлено, что в группе 

сравнения у 10 % пациентов с диагнозом бронхит (n = 10) и у 28 % па-

циентов с диагнозом пневмония (n = 48) выявлено хламидийно-мико-

плазменное инфицирование. ДНК M. pneumoniae и С. pneumoniae была 

выявлена в клиническом материале 35 (13 %) и 21 (8 %) пациента с ре-

спираторной патологией. Положительные результаты выявления ДНК 

С. trachomatis, С. pneumoniae, M. hominis и M. pneumoniae, полученные 

с использованием ПЦР-РВ, были подтверждены ИФА в 63 %, 78 %, 

54 % и 71 % соответственно.  

В ходе исследования определено, что в возрасте до 2 лет у детей 

с респираторной патологией (n = 120) c наибольшей частотой были вы-

явлены С. trachomatis и M. hominis (10 %). Причиной их обнаружения 

в биологическом материале респираторного тракта детей первых лет 

жизни является высокий риск перинатального заражения при естествен-

ном родоразрешении от матерей, инфицированных данными возбудите-

лями [131]. У детей в возрасте до 2 лет частота инфицирования M. pneu-

moniae и С. pneumoniae составила 4 %.  

В группе детей старше 2 лет с бронхитами и пневмониями (n = 152) 

только в 2 случаях была выявлена ДНК M. hominis в биологическом мате-

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi
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риале из респираторного тракта, ДНК С. trachomatis не была обнаружена. 

Частота выявления ДНК M. pneumoniae и С. pneumoniae у детей группы 

сравнения старше 5 лет составила 29 % и 15 % соответственно [149]. 

Из биологического материала пациентов основной группы и груп-

пы сравнения выделено 54 изолята M. pneumoniae. 

Проведен генетический анализ структуры фрагмента гена Г3Ф ок-

сидазы, соответствующего ФАД связывающему домену 54 клинических 

изолятов M. pneumoniae и референсного штамма M. pneumoniae ATCC 

15531. Впервые выявлены синонимичные и несинонимичные нуклео-

тидные замены (табл. 4.1, рис. 4.2).  
Таблица 4.1 

Генетический анализ последовательности гена Г3Ф оксидазы M. pneumoniae 

Количество 

изолятов 

Mp 

Позиция в гене MPN051, (NC_000912.1,  

регион 63494…64648) 
Изменение  

в полипеп-

тидной цепи 

Продукция 

пероксида 

водорода, 

Me, мг/л 
99 152 163 181 391 432 

1 – A→T – – T→C – His51Leu 5 

1 A→G – – – – A→G – 10 

2 – A→T – – – – His51Leu 5 

3 – – G→C – – – Asp55His 25 

1 A→G – – – – – – 10 

1 – – – T→G – – Leu61Val 10 

1 A→G – G→C – – – Asp55His 25 

44 – – – – – – – 10 

Mp 
ATCC 15531 

– – – – – – – 10 

Примечание: Mp — M. pneumonia. 

 

  

Рис. 4.2. Обнаружение нуклеотидной замены G163C во фрагменте гена Г3Ф оксидазы, 
соответствующего ФАД связывающему домену, изолята M. pneumoniae 
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Полученные данные соответствовали результатам прямого секве-

нирования ДНК патогена при выделении непосредственно из биологи-

ческого материала, минуя стадию культивирования in vitro, что позво-

ляет исключить влияние процесса культивирования на вероятность 

образования выявленных нуклеотидных замен в гене Г3Ф оксидазы 

M. pneumoniae. 

4.2. ИЗУЧЕНИЕ ЦИТОТОКСИЧНОСТИ ПАТОГЕНА IN VITRO 

Метаболизм глицерола M. pneumoniae приводит к продукции пе-

роксида водорода — одного из основных факторов патогенности мик-

роорганизма, оказывающего цитотоксический эффект в отношении кле-

ток респираторного эпителия. Пероксид водорода является основным 

фактором патогенности M. pneumoniae, который обуславливает цито-

токсичность патогена in vitro [132].  

Начальной гипотезой при исследовании цитотоксичности возбуди-

теля in vitro стало предположение о том, что полученные результаты 

определения уровня продукции пероксида водорода референсным 

штаммом M. pneumoniae ATCC 15531 и 54 клиническими изолятами 

не будут отличаться от представленных в литературе: 9,5–10 мг/л для 

стандартного штамма M. pneumoniae М129 [41, 132]. 

В ходе исследования гипотеза была подтверждена в отношении 

референсного штамма M. pneumoniae ATCC 15531, уровень продукции 

пероксида водорода для которого составил 10 мг/л. В свою очередь 

клинические изоляты M. pneumoniae продуцировали пероксид водорода 

в диапазоне концентраций от 5 до 25 мг/л (табл. 5.1).  

Для оценки показателя цитотоксичности M. pneumoniae проводили 

инфицирование А549 клеток суспензиями культур возбудителя, соот-

ветствующими стандарту МакФарланда 2 Ед.  

При оценке цитотоксичности M. pneumoniae ATCC 15531 (n = 10, 

референсный штамм исследован в 10 образцах) и 54 изолятов возбуди-

теля (n = 162, каждый изолят исследован в 3 образцах) диапазон значе-

ний показателя цитотоксичности (мин…макс) % составил: через 24 часа 

для референсного штамма M. pneumoniae ATCC 15531 — (30…39) %, 

для 54 клинических изолятов — (16…57) %. 

Для сравнения параметра рассеяния выборок применен критерий 

Фишера [133], значение р = 0,005. 

Таким образом различие между выборками по параметру рассея-

ния статистически значимо, что может иметь место, если выборки полу-

чены из различных генеральных совокупностей. 
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При исследовании структуры фрагмента гена Г3Ф оксидазы, соот-

ветствующего ФАД связывающему домену, среди изолятов M. pneu-

moniae с наибольшей частотой были обнаружены нуклеотидные замены 

А152Т и G163C (табл. 5.1), то есть выборка в 54 изолята является неод-

нородной по критерию наличия данных нуклеотидных замен.  

Изоляты M.pneumoniae (n = 54) включают изоляты от пациентов 

группы сравнения (группа изолятов 1, n = 19) и изоляты от пациентов 

основной группы (группа изолятов 2, n = 35), при этом: 

– изоляты, несущие нуклеотидную замену А152Т (3 из 54, частота 

0,06), выявлены как в группе изолятов 1 (1 из 19, частота 0,05), так 

и в группе изолятов 2 (2 из 35, частота 0,06); 

– изоляты, несущие нуклеотидную замену G163C (4 из 54, частота 

0,07), выявлены как в группе изолятов 1 (1 из 19, частота 0,05), так 

и в группе изолятов 2 (3 из 35, частота 0,09).  

Таким образом, изоляты M. pneumoniae, несущие нуклеотидные 

замены А152Т и G163C, выявлены в двух независимых выборках па-

циентов, на основании чего мы предполагает о неслучайности их об-

наружения. 

Суммируя результаты оценки уровня продукции пероксида водо-

рода, показателя цитотоксичности и структуры фрагмента гена Г3Ф ок-

сидазы, считаем возможным применить кластерный анализ для разделе-

ния выборки 54 изолятов M. pneumoniae для дальнейшего исследования 

статистическими методами. 

Входными данными для проведения кластерного анализа методом 

k-средних стали (рис. 4.3): 

– переменная 1: уровень продукции пероксида водорода (стандар-

тизирован по максимальному значению); 

 
Рис. 4.3. Фрагмент таблицы со стандартизированными переменными 
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– переменная 2: наличие/отсутствие нуклеотидных замен G163C 

и А152Т во фрагменте гена Г3Ф оксидазы, соответствующем ФАД свя-

зывающему домену (индекс –1 соответствовал вариантам с наличием 

нуклеотидной замены G163C; индекс 1 соответствовал вариантам 

с наличием нуклеотидной замены А152Т; индекс 0 соответствовал вари-

антам с отсутствием нуклеотидных замен); 

– переменная 3: показатель цитотоксичности через 24 часа (стан-

дартизирован по максимальному значению), 

Количество задаваемых кластеров: 3. 

С применением кластеризации методом k-средних 54 изолята 

M. pneumoniae разделены на 3 группы (кластера) (рис. 4.4, 4.5). 

 
Группа 1 

 
Группа 2 

 
Группа 3 

Рис. 4.4. Распределение 54 изолятов M. pneumoniae по 3 кластерам 

 

Группа 1 (n = 3): изоляты M. pneumoniae, продуцирующие перок-

сид водорода с уровнем 10 мг/л, характеризующиеся показателем цито-

токсичности (мин…макс) % через 24 часа — (16; 26) %, несущие нук-

леотидную замену А152Т. 
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Группа 2 (n = 4): изоляты M. pneumoniae, продуцирующие перок-

сид водорода с уровнем 25 мг/л, характеризующиеся показателем цито-

токсичности (мин…макс) % через 24 часа — (46; 57) %, несущие нук-

леотидную замену G163C.  

Группа 3 (n = 47): изоляты M. pneumoniae, продуцирующие перок-

сид водорода с уровнем 10 мг/л, характеризующиеся показателем цито-

токсичности (мин…макс) % через 24 часа — (32; 50) %, отсутствие нук-

леотидных замен А152Т или G163C. 

 

Рис. 4.5. График средних для переменных в каждом кластере 

 

Значимость различий между полученными кластерами определя-

лась в ходе дисперсионного анализа, получены значения р < 0,05, что 

свидетельствовало о достоверном различии (рис. 4.6).  

 

Рис. 4.6. Результаты дисперсионного анализа 

 

Группа 1 и группа 2 относятся с точки зрения применения стати-

стических методов к малым группам, поэтому при описании перемен-

ной «показатель цитотоксичности» в качестве параметров положения 
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применяли медиану, минимальное и максимальное; при сравнении  

параметров положений выборок (медиан) изолятов M. pneumoniae 

групп 1–3 между собой и с референсным штаммом возбудителя приме-

няли непараметрический метод — критерий Манна–Уитни.  

Поскольку пероксид водорода определяли полуколичественным 

методом, то переменную «уровень пероксида водорода» рассматривали 

как качественную, возможные значения которой составляют: 10 мг/л — 

уровень продукции пероксида водорода, соответствующий референсно-

му штамму M. pneumoniae ATCC 15531, 5 мг/л — низкий уровень про-

дукции пероксида водорода и 25 мг/л — высокий уровень  

продукции пероксида водорода. При сравнении уровня продукции 

пероксида водорода применяли точный критерий Фишера (анализ таб-

лиц сопряженности). 

Согласно полученным результатам (табл. 5.1) для изолятов 

M. pneumoniae с синонимичными нуклеотидными заменами A99G, 

T391C и А432G и несинонимичной нуклеотидной заменой T181G уро-

вень продукции пероксида водорода составил 10 мг/л и соответствовал 

значению данного показателя для изолятов микроорганизма, у которых 

не были выявлены нуклеотидные замены в исследуемом фрагменте гена 

Г3Ф оксидазы, также как и для референсного штамма патогена.  

В свою очередь генетические варианты возбудителя, несущие две 

несинонимичные замены: А152Т (His51Leu) и G163C (Asp55His), выяв-

ленные в гене Г3Ф оксидазы, характеризовались низким (5 мг/л) и вы-

соким (25 мг/л) уровнями продукции пероксида водорода соответствен-

но в сравнении с референсным штаммом возбудителя (точный критерий 

Фишера, р < 0,05). 

Первую таблицу сопряженности (А) строили из переменных от-

сутствие/наличие нуклеотидной замены А152Т (переменная столбцов) 

и референсный (10 мг/л) /низкий (5 мг/л) уровень продукции пероксида 

водорода (переменная рядов); вторую таблицу сопряженности (Б) 

строили из переменных отсутствие/наличие нуклеотидной замены 

G163C (переменная столбцов) и референсный (10 мг/л) /высокий 

(25 мг/л) уровень продукции пероксида водорода (переменная рядов). 

В таблицы сопряженности включены данные для 54 изолятов и рефе-

ренсного штамма M. pneumoniae ATCC 15531 (рис. 4.7). 

Аминокислотные замены His51Leu и Asp55His могут быть значи-

мыми для реализации патогенного действия изолятов M. pneumoniae, 

связанного с продукцией пероксида водорода. 
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А      Б 

Рис. 4.7. Таблицы сопряженности и их статистический анализ 

 

Пероксид водорода образуется в результате реакции, катализируе-

мой Г3Ф оксидазой:  

O2 + фосфат-C3H2-C2H(OH)-C1H2(OH) →  

→фосфат-C3H2-C2(O)-C1H2(OH)+H2O2 

His в позиции 51 полипептидной цепи Г3Ф оксидазы является су-

щественным для образования пероксида водорода: атом протона от С2 

атома субстрата (глицерол-3-фосфата) переносится на атом азота ими-

дазольного кольца гистидина, далее на N5 атом ФАД и затем на конеч-

ный акцептор — молекулярный кислород, в результате чего образуется 

пероксид водорода [106]. 

Замена His51Leu может замедлить или даже прервать реакцию об-

разования пероксида водорода, поскольку Leu не содержит атома азота, 

способного принять протон. Клинические изоляты M. pneumoniae с нук-

леотидной заменой A152T, приводящей к замене His51Leu, характери-

зовались снижением патогенных свойств, что выражалось в снижении 

продукции пероксида водорода: 5 мг/л в сравнении с результатами 

определения продукции пероксида водорода изолятами M. pneumoniae 

без нуклеотидных замен (10 мг/л). 

Высокий уровень продукции пероксида водорода (25 мг/л), выяв-

ленный у 4 изолятов M. pneumoniae с заменой G163C (Asp55His), может 

быть обусловлен тем, что появившийся в результате замены His55 вблизи 

His51 принимает на себя функцию дополнительного переносчика протона 

для образования молекулы пероксида водорода. Повышенная продукция 

пероксида водорода изолятами M. pneumoniae с заменой G163C 

(Asp55His) может рассматриваться как усиление патогенных свойств 

микроорганизма в результате появления нуклеотидной замены [148, 150]. 
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Для микоплазменной инфекции характерен различный характер 

течения инфекционного процесса от легких форм до тяжелых патологий 

[13, 15]. Гетерогенность гена Г3Ф оксидазы M. pneumoniae может стать 

причиной различного уровня продукции пероксида водорода и как 

следствие, будут формироваться клинические варианты течения мико-

плазменной инфекции.  

Клинические изоляты M. pneumoniae, продуцирующие пероксид 

водорода наравне с референсным штаммом M. pneumoniae (10 мг/л), 

проявляли цитотоксичность, не имеющую достоверных отличий с цито-

токсичностью референсного штамма возбудителя (р < 0,05) (табл. 4.2). 
Таблица 4.2 

Значения показателя цитотоксичности (%) для изолятов M. pneumoniae  

с определенным уровнем продукции пероксида водорода по отношению  

к культурам клеток А549, Me (мин…макс) 

Время  

инкубации 

Показатель цитотоксичности (%) 

Группа 1: 

изоляты Мр, 

продуцирующие 

пероксид  

водорода 5 мг/л 

(n = 3) 

Группа 2: 

изоляты Мр, 

продуцирующие 

пероксид  

водорода 25 мг/л 

(n = 4) 

Группа 3: 

изоляты Мр, 

продуцирующие 

пероксид  

водорода 10 мг/л 

(n = 47) 

Референсный 

штамм Мр,  

продуцирующий 

пероксид  

водорода 10 мг/л 

24 часа 20 (16…26)*,# 51 (46…57)*,# 39 (32…50) 35 (30…39) 

Примечание: Мр — M. pneumoniae; * различия значимы с уровнем значимости 

р < 0,05 в сравнении с референсным штаммом возбудителя; # — различия между группами 

1 и 2 значимы с уровнем значимости р < 0,05 (критерий Манна–Уитни). 

Изоляты M. pneumoniae, продуцирующие пероксид водорода в кон-

центрации 5 мг/л, характеризовались значимо сниженной цитотоксично-

стью (см. табл. 4.2) в сравнении с изолятами, продуцирующими перокси-

да водорода в концентрации 10 мг/л, что выражалось в присутствии 

большего количества жизнеспособных клеток во временном периоде 

24 часа. Все изоляты M. pneumoniae, продуцирующие пероксид водорода 

в концентрации 5 мг/л, являлись носителями нуклеотидной замены 

А152Т, в результате которой значимый для активности фермента Г3Ф ок-

сидазы His51 заменялся на Leu. Изоляты M. pneumoniae с данной нуклео-

тидной заменой продуцировали меньше пероксида водорода, чем изоляты 

M. pneumoniae, в гене Г3Ф оксидазы которых отсутствовала нуклеотид-

ная замена А152Т, и проявляли сниженную цитотоксичность по отноше-

нию к клеткам респираторного эпителия. Изоляты M. pneumoniae, проду-

цирующие пероксид водорода в концентрации 25 мг/л и несущие замену 

G163C (Asp55His), проявляли самую высокую цитотоксичность: показа-

тель цитотоксичности увеличивался на 31 % в сравнении с изолятами 

возбудителя, продуцирующими пероксид водорода наравне с референс-

ным штаммом M. pneumoniae ATCC 15531 (10 мг/л) [148, 150]. 
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Выводы 

1. Цитотоксические свойства M. pneumoniae in vitro обусловлены 

продукцией пероксида водорода, который выделяется в ходе реакции, 

катализируемой Г3Ф оксидазой M. pneumoniae, и оказывает разрушаю-

щее действие на клетки респираторного эпителия.  

2. С применением оптимизированной методики секвенирующей 

ПЦР для изучения структурных особенностей фрагмента гена Г3Ф ок-

сидазы M. pneumoniae, соответствующего ФАД связывающему домену, 

выявлены генетические варианты возбудителя, несущие нуклеотидные 

замены и характеризующиеся различным уровнем продукции пероксида 

водорода и показателем цитотоксичности.  

3. Изоляты M. pneumoniae, несущие замену А152Т, продуцировали 

пероксид водорода в концентрации 5 мг/л, что было значимо ниже 

уровня продукции референсным штаммом возбудителя (10 мг/л) и про-

являли достоверно низкую цитотоксичность по отношению к А549 

клеткам в сравнении с референсным штаммом M. pneumoniae (критерии 

Манна–Уитни и точный критерий Фишера, р < 0,05). Тогда как изоляты 

M. pneumoniae, несущие замену G163C, характеризовались усиленными 

патогенными свойствами, что проявлялось в повышенной продукции 

пероксида водорода (25 мг/л) и более выраженной цитотоксичности по 

отношению к клеткам в сравнении с референсным штаммом патогена 

(критерии Манна–Уитни и точный критерий Фишера, р < 0,05).  

 

 

ГЛАВА 5 

ОПТИМИЗАЦИЯ МЕТОДИКИ ВЫДЕЛЕНИЯ ДНК  

И ИДЕНТИФИКАЦИЯ MYCOPLASMA PNEUMONIAE  

В МОКРОТЕ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПОЛИМЕРАЗНОЙ 

ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ 

5.1. РАЗРАБОТКА УСЛОВИЙ ПРИМЕНЕНИЯ БРОМИСТОГО 

ЦЕТИЛТРИМЕТИЛАММОНИЯ ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ ДНК ИЗ МОКРОТЫ 

Существенное влияние на диагностическую чувствительность ПЦР 

оказывает этап пробоподготовки, который включает выделение ДНК из 

образца биологического материала и устранение ингибиторов ПЦР. До-

стичь этого можно несколькими способами.  

Первый способ включает лизис клеток (разрушение физическим 

или механическим воздействием), ферментативное разрушение белков 

протеиназами и/или депротеинизацию клеточного лизата с помощью 

фенола и хлороформа, центрифугирование для удаления денатуриро-
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ванных белков и фрагментов клеточных органелл. Затем ДНК осаждают 

из раствора этанолом и после центрифугирования растворяют осадок 

в буферном растворе [77 с.36].  

Другим способом является сорбция ДНК из клеточного лизата на 

гранулах силикагеля в присутствии хаотропных веществ, центрифуги-

рование и последующая элюция ДНК с гранул в раствор (сорбционная 

экстракция). Для лизиса клеток и денатурации белков часто используется 

детергент SDS или хаотропный агент гуанидинизотиоцианат. Некоторые 

производители продают наборы реактивов для выделения ДНК с ис-

пользованием магнитных частиц, покрытых силикой SiO2 [77 с.40].  

Отдельные коммерческие наборы предусматривают адсорбцию 

примесей, ингибирующих ПЦР, с помощью ионообменных смол (напри-

мер, Chelex) [77 с.42]. 

Исследования, в которых сравниваются различные методы экстрак-

ции ДНК M. pneumoniae, немногочисленные. В одном из них сравнива-

ли 2 способа эктракции ДНК M. pneumoniae: лизис клеток с использова-

нием протеиназы К без последующей очистки НК и ДНК экстракция 

после лизиса фенол-хлороформом с последующим осаждением этано-

лом. Применение фенол-хлороформной экстракции требовало на один 

час больше времени и приводило к десятикратному снижению чувстви-

тельности [92]. 

Проводилась оценка присутствия ингибиторов ПЦР, основными из 

которых для биологического материала из респираторного тракта явля-

ются гемоглобин, полисахариды, в 75 образцах БАЛ при обработке 

3 методами. Ингибиторы ПЦР присутствовали в 31 % образцов при экс-

тракции на основе температурного лизиса, в 12 % образцов при исполь-

зовании протеиназы К. 

Наиболее эффективно ингибиторы удалялись при использовании 

метода выделения с использованием ЦТАБ. Этот метод удобен для уда-

ления полисахаридов, которых много в мокроте и которые отрицательно 

влияют на чистоту ДНК и, следовательно, на ее качество [93]. 

В 1980 г. Мюррай и Томпсон впервые предложили использовать 

для разделения ДНК и полисахаридов ЦТАБ — катионный детергент, 

который очищает препараты от примесей полисахаридов и эффективно 

связывает ДНК [94]. ЦТАБ широко применяется в молекулярной гене-

тике растений. Геномная ДНК обычно экстрагируется с использованием 

ЦТАБ-буфера для экстракции, очищается смесью фенола и хлороформа 

и преципитируется изопропанолом или этанолом [95–97].  

В зависимости от концентрации соли в ЦТАБ-буфере комплексы 

ЦТАБ-полисахариды и ЦТАБ-ДНК имеют разную растворимость, по-

этому они могут быть разделены в процессе выделения. ЦТАБ взаимо-



143 

действует как с полисахаридами, так и с НК. Это обусловлено действи-

ем электростатических сил, возникающих благодаря тому, что ЦТАБ 

как катионный детергент несет положительный заряд, а сиало- и суль-

фомуцины мокроты, а также НК заряжены отрицательно [81]. 

Метод экстракции НК на основе применения ЦТАБ стал использо-

ваться и для выделения ДНК из секретов респираторного тракта, а также 

культур микроорганизмов, патогенетически значимых в развитии респи-

раторной патологии, таких как M. tuberculosis [98, 99], однако отсутству-

ют данные об использовании ЦТАБ для выявления ДНК M. pneumoniae 

в мокроте. 

В данном исследовании использовали 3 варианта экстракции ДНК. 

Вариант экстракции 1 — обработка протеиназой К и фенол-хлоро-

формная экстракция. 400 мкл раствора лизозима (10 г/л, Sigma, США) 

добавляли к суспензии клеточных элементов мокроты и инкубировали 

1 час при 37°C. Далее к смеси добавляли 20 мкл ЭДТА (50 мM) и 400 мкл 

раствора протеиназы К (10 г/л, Sigma, США), инкубировали при 60 °C 

в течение 1 часа. Раствор оставляли на ночь при –20 °C. После лизиса 

клеток и инактивации нуклеаз ДНК отделяли от клеточных экстрактов 

с помощью комбинации растворителей фенола и хлороформа. Для этого 

размороженную смесь разделяли на 2 части, к каждой из которых до-

бавляли 200 мкл фенола и 200 мкл хлороформа, интенсивно перемеши-

вали и центрифугировали 15 минут при 10000 g. При перемешивании 

клеточного лизата и фенола формируются две фазы. ДНК находится 

в верхней (водной) фазе, а денатурированные белки — в нижней (орга-

нической) фазе. Верхнюю фазу переносили в чистую пробирку, не за-

трагивая нижнюю фазу и интерфазу, добавляли 0,6 объема изопропанола 

и 1/10 объема ацетата натрия, тщательно перемешивали, выдерживали 

30 минут при -20°C. ДНК осаждали центрифугированием 15 мин при 

10 000 g. Осадок дважды промывали 500 мкл 70 % этилового спирта, су-

шили до полного испарения спирта и растворяли в 30 мкл TE. (Для при-

готовления 100 мл ТЕ к 1 мл 1М трис(оксиметил)аминометана (Трис) до-

бавляли 200 мкл 0,5M ЭДТА и доводили объем раствора до 100 мл 

дистиллированной водой) [146]. 

Вариант экстракции 2 — сорбционная экстракция на магнитных 

частицах. В соответствии с инструкцией к набору «РеалБест ДНК-экс-

тракция 100» фирмы-изготовителя АО «ВЕКТОР-БЕСТ» (Российская 

Федерация) в пробирки емкостью 1,5 мл с суспензией клеточных эле-

ментов мокроты вносили по 300 мкл лизирующего раствора с сорбен-

том и тщательно перемешивали на вортексе. Прогревали пробирки 

10 мин при 65°С. НК хорошо сорбируются на поверхности силики 

в присутствие хаотропных солей, таких как гуанидингидрохлорид, гуа-
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нидинтиоцианат. Ингибиторы и другие компоненты клинического ма-

териала остаются в растворе. В каждую пробирку с анализируемыми 

образцами вносили по 400 мкл осадителя ДНК, выдерживали при тем-

пературе (18–25) °С 3–5 минут, сорбент осаждали центрифугированием 

при 12 000 g 5 минут. Удаляли супернатант с ингибиторами ПЦР 

и к осадку добавляли 500 мкл раствора для отмывки № 1, перемешивали 

на вортексе до полного ресуспендирования сорбента, осаждали центри-

фугированием при 12000 g в течение 2 мин и отбирали супернатант. 

К осадку добавляли 300 мкл раствора для отмывки № 2, перемешивали 

на вортексе, осаждали центрифугированием при 12 000 g в течение 

2 мин и отбирали супернатант. Осадок высушивали при температуре 

(18–25) °С 1–2 минуты. Добавляли 600 мкл элюирующего раствора, 

тщательно ресуспендировали и помещали в термостат при 65 °С на 

5 мин. Суспензию осаждали центрифугированием при 12000 g в течение 

1 мин. Супернатант содержал очищенную ДНК [146]. 

Вариант экстракции 3 — ЦТАБ метод. Суспензию клеточных эле-

ментов мокроты инкубировали при 65 °C в течение 10 минут со 100 мкл 

ЦTAБ/NaCl буфера, состоящего из ЦТАБ, 100 г/л и NaCl, 41 г/л (Sigma, 

США). После инкубирования экстракты очищались равным объемом 

смеси 92 % хлороформ/8 % изоамиловый спирт в соотношении 24 : 1 

общим объемом 700 мкл, центрифугировали 5 минут при максимальной 

скорости 14243 g. Водную фазу, не задевая среднюю и нижнюю фазу, 

переносили в новую пробирку, ДНК осаждалась холодным изопропано-

лом (0,6 объема водной фазы), выдерживали 30 минут при –20 °C для 

образования агрегатов ДНК, центрифугировали 15 минут при макси-

мальной скорости 14243 g. 

Осадок НК дважды промывался холодным (–20 °C) 70 % этиловым 

спиртом по 5 мин, высушивался и растворялся в 30 мкл TE буфера [146]. 

Выделение ДНК из биологического материала пациентов (соскоб, 

трахеальный аспират), культуральной жидкости при идентификации 

культур клинических изолятов M. pneumoniae проводили в соответствии 

с вариантом экстракции 2.  

Осадок клеточных элементов мокроты использовали для выделения 

ДНК в соответствии с процедурой вариантов экстракции 1, 2 и усовер-

шенствованного в ходе исследования варианта экстракции 3. Контроль 

качества и количества очищенной ДНК проводили на спектрофотометре 

NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, США). 

При проведении исследования были разработаны условия приме-

нения ЦТАБ для выделения ДНК из мокроты, позволяющие получить 

нуклеиновую кислоту с чистотой, соответствующей критериям эффек-

тивного удаления полисахаридов и белков. 
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Образцы мокроты были получены от 38 детей с бронхитами 

и пневмониями возможной атипичной этиологии.  

Осадок клеточных элементов мокроты использовали для выделе-

ния ДНК в соответствии с процедурой каждого из трех примененных 

вариантов экстракции: № 1 — обработка протеиназой К и фенол-хлоро-

формная экстракция, № 2 — сорбционная экстракция на магнитных ча-

стицах и усовершенствованным в ходе исследования вариантом экс-

тракции № 3 — ЦТАБ-методом. 

Для M. pneumoniae свойственно образовывать биопленку, которая 

представляет собой неподвижные сообщества микроорганизмов, заклю-

ченные в оболочку из полисахаридов, белков и липидов, защищающих 

микроорганизмы от прямого взаимодействия с окружающей средой, 

включая факторы иммунной защиты организма хозяина, антибиотики 

[134]. Поэтому процедура экстракции НК из мокроты для обнаружения 

ДНК M. pneumoniae должна быть достаточно жесткой, чтобы обеспе-

чить разрушение клеточных наружных оболочек и внутриклеточных 

компартментов, и при этом достаточно деликатной, чтобы оставить 

в неприкосновенности целевые нуклеиновые кислоты. 

ЦТАБ относится к так называемым «мягким» детергентам, кото-

рые не оказывают глубокого дестабилизирующего действия на липид-

но-белковые комплексы мембран, белки могут оставаться интактными, 

функциональными [135]. 

Для улучшения доступа ЦТАБ к ДНК и повышения эффективно-

сти депротеинизации ЦТАБ использовался в комбинации с протеиназой 

К и детергентом SDS, что позволило получить наибольший выход ДНК 

из мокроты (табл. 5.1).  
Таблица 5.1 

Показатели количества и качества ДНК, выделенной из мокроты ЦТАБ методом,  

Me (мин…макс) 

Компоненты, дестабилизирующие 

белково-липидные комплексы  

и разрушающие белки 

Концентрация 

ДНК, нг/мкл 
А260/280 А260/235 

ЦТАБ 24,6 

(12,5…46,6) 

1,71  

(1,66…1,76) 

1,67 

 (1,60…1,78) 

протеиназа К + ЦТАБ 35,3 
(17,9…55,3) 

1,74  
(1,72…1,82) 

1,75  
(1,68…1,80) 

протеиназа К + SDS + ЦТАБ 58,4 

(33,4…67,2)* 

1,86  

(1,81…1,91)* 

2,22  

(2,16…2,28)* 

Примечание: * различия значимы с уровнем значимости р < 0,05. 

 

Таким образом, в усовершенствованном ЦТАБ методе (вариант 

экстракции 3) осадок клеточных элементов мокроты ресуспендировали 
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в 565 мкл ТЕ буфера и инкубировали 1 час при 37 °C с 30 мкл 10 % SDS 

(Sigma, США) и 5 мкл протеиназы К (10 г/л) [146]. 

Детергент SDS в буферном растворе дезорганизует липидные обра-

зования мембран, разрушает нековалентные связи и солюбилизируют 

(переводят в растворимое состояние) белки, тем самым разрушаются ли-

пидно-белковые комплексы мембран, в том числе ядерных, при этом ДНК 

экстрагируется в буфер, т.е. переходит в растворимое состояние. Приме-

нение SDS способствует тому, что комплексы ДНК с белком становятся 

доступными для протеолитического фермента протеиназы К [95, 135]. 

После действия протеиназы К в раствор добавляли ЦТАБ-буфер. 

Если протеиназа К приводит к деградации протеинов и полипептидов, 

но не элиминирует ингибирующие амплификацию полисахариды, то 

дополнительное введение ЦТАБ приводит к преципитации протеинов 

и полисахаридов при высокой концентрации соли в буфере, ДНК может 

быть выделена из водной фазы. 

Для оценки чистоты ДНК, выделенной из мокроты, проводили из-

мерение оптической плотности растворов ДНК в ТЕ буфере при длинах 

волн 260, 280 и 235 нм, соответствующих максимумам поглощения рас-

творов ДНК, белков и полисахаридов соответственно. Значение А260/280 

для чистой ДНК составляет 1,8–1,9, значение А260/235 — 2,2–2,3 [97]. 

Данным критериям согласно табл. 6.1 соответствовали ДНК, полу-

ченные из мокроты в условиях применения ЦТАБ в комбинации с про-

теиназой К и детергентом SDS. 

5.2. СРАВНЕНИЕ МЕТОДОВ ЭКСТРАКЦИИ ДНК ИЗ МОКРОТЫ 

Усовершенствованный ЦТАБ метод выделения ДНК из мокроты 

сравнивали с методом сорбционной экстракции (вариант экстракции 2), 

который широко используется в лабораторной практике, и методом экс-

тракции смесью фенол-хлороформ (вариант экстракции 1), применяе-

мым в качестве референс-метода при оптимизации выделения ДНК. 

Значения концентрации ДНК, экстрагированной из мокроты, в со-

ответствии с вариантами 1, 2 и 3, составили от 5,6 до 73,9 нг/мкл. Ре-

зультаты выделения геномной ДНК из 10 выборочных образцов мокро-

ты представлены на рисунке 5.1. За количество ДНК принимались 

средние значения результатов трех параллельных выделений НК каж-

дым вариантом экстракции.  

Наибольший выход ДНК демонстрировали вариант на основе про-

теиназы К и фенол-хлороформной экстракции и усовершенствованный 

ЦТАБ метод. Присутствие РНК в продуктах экстракции не оказывает 

существенного влияния на значения концентраций продуктов экстракции, 
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поскольку мокрота содержит большое количество собственных РНКаз, 

что приводит к низкому содержанию РНК в данном биологическом ма-

териале, РНК разрушается также в ходе процессов экстракции [136].  
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Рис. 5.1. Концентрация ДНК, выделенной из образцов мокроты различными методами 

 

Количественный анализ ДНК, выделенной из мокроты тремя изу-

чаемыми методами, показал, что выход ДНК при использовании метода 

на основе ЦТАБ наибольший в 98 % экстракций в сравнении с вариантом 

1 и в 68 % экстракций в сравнении с вариантом 2. В случае сорбционной 

экстракции (вариант 2) примеси полисахаридов в образцах зачастую 

прочно скрепляли собранные вместе магнитным полем сорбирующие 

частицы в труднодиспергируемый осадок, поэтому при выделении НК 

из мокроты по варианту 2 выход ДНК был наименьшим. 

Полученные соотношения оптической плотности для выделенных 

из мокроты образцов ДНК приведены в табл. 5.2. 
Таблица 5.2 

Отношения абсорбций образцов ДНК, полученных при экстракции из мокроты  

различными методами, Me (мин…макс) 

Вариант выделения нуклеиновых 

кислот 
А260/280 А260/235 

Протеиназа К и фенол-хлороформная 
экстракция (вариант 1)  

1,78 (1,72…1,83) 1,85 (1,78…1,92) 

Сорбционная экстракция на магнитных 

частицах 

(вариант 2) 

1,72 (1,66…1,78) 1,62 (1,68…1,80) 

Усовершенствованный ЦТАБ метод  1,86 (1,81…1,91)* 2,22 (2,16…2,28)* 

Примечание: * различия значимы с уровнем значимости р < 0,05. 
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Значения А260/280 для усовершенствованного ЦТАБ метода и ме-

тода варианта 1 находились в пределах интервала 1,8–1,9, поэтому пре-

параты ДНК, выделенные данными методами, рассматривались как сво-

бодные от примесей белка. При сопоставлении усовершенствованного 

ЦТАБ метода с методом сорбционной экстракции (вариант экстракции 2) 

показано, что отличие средних А260/280 для ЦТАБ метода и метода 

сорбционной экстракции статистически значимо (критерий Вилкоксона, 

р = 0,03), при этом показатель А260/280 для метода сорбционной экс-

тракции меньше 1,8, что свидетельствует о неполном удалении белка 

в ходе экстракции НК из мокроты сорбционным методом. Среднее зна-

чение А260/235, характеризующее степень очистки препарата ДНК от 

полисахаридов, находилось в интервале 2,2–2,3 для ЦТАБ метода, тогда 

как при выделении НК в соответствии с вариантами экстракции 1 и 2 

средние значения А260/235 меньше 2,0. Таким образом, применение ме-

тода экстракции на основе ЦТАБ реагента позволило удалять белки 

и полисахариды мокроты эффективно, тогда как растворы ДНК, полу-

ченные путем экстракции в соответствии с вариантами 1 и 2, могли со-

держать примеси белков и полисахаридов [146].  

5.3. ОЦЕНКА ПРИГОДНОСТИ ВЫДЕЛЕННОЙ ИЗ МОКРОТЫ ДНК  

ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ MYCOPLASMA PNEUMONIAE МЕТОДОМ  

ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ 

ПЦР-РВ проводили с одинаковыми объемами образцов ДНК (5 мкл 

ДНК с концентрацией 30–50 нг/мкл), экстрагированными из мокроты 

в соответствии с вариантами экстракции 1, 2 и усовершенствованным 3. 

Исследовались продукты трех параллельных экстракций НК каждым 

методом. Все три метода экстракции демонстрировали 100 % воспроиз-

водимость по результатам ПЦР исследований параллельных проб. Ре-

зультаты амплификации представлены в табл. 5.3.  
Таблица 5.3 

Выявление ДНК M. pneumoniae в мокроте методом ПЦР-РВ 

Вариант экстракции 
ДНК M. pneumoniae 

Число случаев Cta, медиана (мин…макс) 

1 12 32,8 (31,1…33,6) 

2 9 33,8 (33,2…34,9) 

3 16 30,6 (29,3…32,9) 

Примечание: Cta — пороговый цикл амплификации, после которого начинается 
экспоненциальный рост количества продуктов ПЦР. 
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В соответствии с данными табл. 5.3 выявляемость ДНК M. pneu-

moniae при использовании усовершенствованного варианта экстракции 3 

(усовершенствованный ЦТАБ метод) наибольшая, все результаты ПЦР-

РВ были подтверждены в ходе электрофореза продуктов амплификации. 

Основная часть (98 %) отрицательных результатов в выявлении 

ДНК M. pneumoniae в мокроте после применения вариантов экстракции 

1 и 2, при положительных результатах ПЦР-РВ после экстракции НК из 

мокроты ЦТАБ методом имели место, когда материалом для исследова-

ния являлась мокрота вязкой консистенции. Результаты исследования 

мокроты умеренно вязкой и жидкой консистенции в отношении обна-

ружения ДНК M. pneumoniae при использовании всех трех вариантов 

экстракции соответствовали друг другу.  

Мокрота вязкой консистенции, в которой много слизи, может при-

сутствовать гной, содержит больше ингибиторов амплификации — по-

лисахаридов и белков, которые не полностью удаляются в процессе экс-

тракции НК с помощью вариантов 1 и 2, что приводит к получению 

ложноотрицательных результатов в выявлении ДНК M. pneumoniae. 

В нашем исследовании разбавлением в 4 раза растворов ДНК, ко-

торые дали при ПЦР исследовании ложноотрицательный результат вы-

явления ДНК M. pneumoniae, удалось получить положительный резуль-

тат в 30 % случаев. Полученные данные свидетельствует о том, что 

в случае применения вариантов 1 и 2 для экстракции НК из мокроты ин-

гибиторы амплификации удаляются не полностью и приводят к сниже-

нию чувствительности ПЦР [146, 142]. 

Основа усовершенствованного варианта экстракции 3 — комбини-

рованное использование ЦТАБ детергента, который эффективно удаля-

ет полисахариды, протеиназы К, SDS и смеси хлороформ-изоамиловый 

спирт, что обеспечивает очистку препарата НК от белков, липидов, по-

этому эффективность выявления ДНК M. pneumoniae в мокроте повы-

шается за счет снижения количества ингибиторов амплификации [146]. 

Снижение концентрации ингибиторов амплификации приводит 

к увеличению эффективности ПЦР-РВ, при этом значение Ct уменьша-

ется. Также чем выше концентрация специфической ДНК в исследуе-

мом образце, тем раньше наступает пороговый цикл амплификации [78].  

В случае ЦТАБ экстракции значения медиан Сt для ДНК M. pneu-

moniae были наименьшими в сравнении с методами вариантов 1 и 2 

(критерий Вилкоксона, р = 0,01 и р = 0,007). Визуальная оценка резуль-

татов электрофореза продуктов амплификации показала наибольшее 

свечение для проб, экстрагированных ЦТАБ методом (рис. 5.2). 
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ДНК M. pneumoniae 
1                  2                 3                   К–           К+ 

 

Рис. 5.2. Электрофореграмма амплифицированного специфического фрагмента ДНК 

M. pneumoniae в агарозном геле 

Примечание: экстракция ДНК проводилась методами протеиназа К-фенол-хлоро-

формная экстракция (1), сорбционной экстракции (2) и оптимизированного ЦТАБ метода (3). 

5.4. УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ МЕТОДИКИ ВЫЯВЛЕНИЯ  

MYCOPLASMA PNEUMONIAE В АССОЦИАЦИИ С СHLAMYDIA PNEUMONIAE 

МЕТОДОМ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ 

В ходе исследования показано, что у пациентов основной группы 

с высокой частотой выявлялась ДНК M. pneumoniae (74 %), а также 

ДНК C. pneumoniae (30 %), что согласуется с результатами изучения 

этиологической роли данных атипичных микроорганизмов при бронхи-

тах и пневмониях у детей [2, 3, 14, 73, 88].  

Инфицирование респираторного тракта M. pneumoniae и C. pneu-

moniae может протекать в виде смешанной инфекции. Так, в основной 

группе (n = 97) среди 86 случаев инфицирования M. pneumoniae и C. pneu-

moniae ассоциация данных микроорганизмов выявлялась в 15 случаях. 

У детей старше 2 лет группы сравнения (n = 152) сочетанная хламидий-

но-микоплазменная инфекция респираторного тракта была представле-

на ассоциацией С. pneumoniae + M. pneumoniae в количестве 9 случаев 

из 48 случаев хламидийно-микоплазменного инфицирования в данной 

возрастной группе [149]. Также выявлены ассоциации M. pneumoniae 

с возбудителями не хламидийно-микоплазменной природы (Str. pneu-

moniae, Staph. aureus, Str. pyogenes и H. Influenzae) [149]. 

Применение современного специфичного и высокочувствительно-

го метода молекулярно-генетической диагностики ПЦР-РВ представля-

ет собой перспективный способ выявления M. pneumoniae и C. pneu-

moniae в целях ранней этиологической диагностики, в том числе 

в условиях смешанного инфицирования [74, 79]. 

В ходе исследования усовершенствована методика для выявления 

ДНК M. pneumoniae и C. pneumoniae методом ПЦР-РВ в мультиплекс-

ном формате с применением TaqMan олигонуклеотидных зондов. 

Метод основывается на применении нескольких пар праймеров, 

специфичных к нуклеотидным последовательностям выявляемых мик-

роорганизмов, и гибридизационных зондов, меченых различными флуо-
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ресцентными красителями на 5'-конце и тушителями флуоресценции на 

3'-конце (TaqMan олигонуклеотидные зонды). TaqMan-зонды связыва-

ются комплементарно с ДНК-матрицей и располагаются между прайме-

рами. В комплексе с ДНК флуоресцентный сигнал TaqMan-зондов гасит-

ся тушителем флуоресценции. Во время амплификации Taq-полимераза 

проявляет 5’-3’ экзонуклеазную активность и, дойдя до 5’-конца Taq-

Man-зонда, начинает расщеплять его, высвобождая флуоресцентный 

краситель и гаситель флуоресценции. Пространственное разделение 

флуоресцентного красителя и тушителя флуоресценции приводит к росту 

флуоресцентного сигнала. Увеличение флуоресценции положительно 

коррелирует с количеством синтезированного ПЦР-продукта. Скорость 

изменения флуоресцентного сигнала во времени зависит от начальной 

концентрации специфичной ДНК-матрицы, что позволяет проводить ко-

личественное определение ДНК в пробе биологического материала [137]. 

На этапе амплификации одновременно в одной пробирке проводит-

ся 2 реакции — амплификация участков ДНК С. pneumoniae и M. pneu-

moniae. Результаты амплификации ДНК С. pneumoniae и M. pneumoniae 

регистрируются по 2 различным каналам флуоресцентной детекции. 

Для дизайна праймеров выбраны видоспецифичные последова-

тельности в геномах M. pneumoniae и C. pneumoniae, ответственные за 

синтез факторов патогенности возбудителей.  

Праймеры для детекции ДНК M. pneumoniae и последовательность 

олигонуклеотидного меченого зонда были выбраны на основе генетиче-

ской последовательности P-1 гена, продуктом которого является проте-

ин цитоадгезии, необходимый возбудителю для колонизации респира-

торного тракта (MPN141, номер в GeneBank NC_000912.1, регион 

180858…185741) [142, 1150, 2145, 2147]: 

Р1-f- CCAACCAAACAACAACGTTCA (прямой праймер)  

Р1-r- ACCTTGACTGGAGGCCGTTA (обратный праймер)  

Р1-p- TCAATCCGAATAACGGTGACTTCTTACCACTG (TaqMan-

зонд) 

ожидаемый размер ампликона 76 п.н.  

Праймеры для детекции ДНК С. pneumoniae и последовательность 

олигонуклеотидного меченого зонда были выбраны на основе генетиче-

ской последовательности PstI фрагмента, кодирующего иммунореак-

тивный протеин семейства hsp70 [138, 139, 2146]: 

PstI-f- CATGGTGTCATTCGCCAAGG (прямой праймер)  

PstI-r- CGTGTCGTCCAGCCATTTTA (обратный праймер)  

PstI-p-TCTACGTTGCCTCTAAGAGAAAACTTCAAGTTGGA 

(TaqMan-зонд)  

ожидаемый размер ампликона 82 п.н.  
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Конструирование праймеров проводили вручную с учетом основ-

ных требований к конструкции праймеров для мультиплексной ПЦР 

[140, 141]: 

1. Каждый праймер должен содержать от 9 до 11 нуклеотидов G 

или C. 

2. Участки праймеров (в обратной последовательности) размером 

5 нуклеотидов и более не должны быть комплементарны 3' внутренним 

участкам других праймеров и самого праймера.  

3. Праймеры не должны содержать повторы на подобие AAAAA, 

GAGAGA и др., что является существенным, поскольку наличие протя-

женных повторов нуклеотидов в структуре праймеров, подобранных 

для амплификации фрагментов генома прокариот, может значительно 

увеличить вероятность их взаимодействия с генетическими фрагмента-

ми клеток эукариот человека, в геноме которых много нуклеотидных 

повторов. 

4. Оптимальная температура плавления праймеров (Tm) (58–60) °C, 

Tm всех праймеров должны быть сходными, что позволяет оптимизиро-

вать температуру отжига для мультиплексной ПЦР-РВ. 

5. Tm TaqMan-зонда должна быть на 10 °C выше, чем Tm праймеров.  

6. Праймеры должны быть длиной 15–30 пар оснований. 

7. Общее количество оснований G или C на 3' концах праймеров 

в пределах 5 нуклеотидов не должно превышать 2 основания, что созда-

ет относительную нестабильность 3' концов праймеров и тем самым 

препятствует неспецифичному связыванию праймеров. 

8. Максимальная длина ампликона не должна превышать 400 пар 

оснований (оптимально 50–150 оснований).  

9. Содержание G+C для зонда должно составлять 30–80 %, при 

этом нуклеотиды C должны превалировать, на 5' конце зонда не должно 

быть нуклеотида G.  

Предварительную оценку специфичности праймеров, ампликонов 

и TaqMan-зондов проводили с помощью программы BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Приготовление ПКО для ПЦР-РВ осуществлялось на базе лабора-

тории молекулярной биотехнологии Института микробиологии НАН 

Беларуси путем клонирования необходимого ампликона в плазмиду 

pXcmkn12 (The cloning vector collection, Япония).  

Для получения ампликона, содержащего анализируемый фрагмент 

P1 гена M. pneumoniae, использовалась суммарная ДНК M. pneumoniae 

(AmpliRun® Mycoplasma pneumoniae DNA Control, Vircell), 10
4
 копий/мкл. 
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Для получения ампликона, содержащего анализируемый PstI 

фрагмент С. pneumoniae, использовалась суммарная ДНК С. pneumoniae 

(AmpliRun® Chlamydia pneumoniae DNA Control, Vircell), 10
4
 копий/мкл. 

Присутствие анализируемых фрагментов P1 гена M. pneumoniae 

и PstI фрагмента С. pneumoniae в полученных плазмидах pMPp1 и pСPpstI 

соответственно проверяли с помощью реакции секвенирования. 

Плазмиды pMPp1 и pСPpstI в концентрации 1 × 10
4
 копии/мл ис-

пользовались в качестве отдельных ПКО. Отрицательным контрольным 

материалом служила бидистиллированная вода. 

Для оптимизации условий мультиплексной ПЦР-РВ в ходе иссле-

дования был установлен оптимальный вариант проведения амплифика-

ции с подобранными праймерами в моноплексном формате.  

Протестировано несколько вариантов амплификации для анализи-

руемых фрагментов P1 гена M. pneumoniae и PstI фрагмента 

С. pneumoniae, при этом варьировали температуру отжига праймеров 

(от 53 °С до 57 °С), длительность этапа отжига праймеров (от 20 до 40 

секунд), длительность этапа элонгации (от 20 до 40 секунд). Оптимиза-

цию условий амплификации и определение аналитической чувствитель-

ности проводили на образцах ПКО.  

Результаты электрофоретического анализа показали, что опти-

мальным для применения в мультиплексном формате является исполь-

зование температуры отжига, равной 55 °С, длительности этапа отжига 

праймеров и элонгации в течение 30 секунд. 

Таким образом, был подобран наилучший режим для амплифика-

ции фрагментов P1 гена M. pneumoniae и PstI фрагмента С. pneumoniae, 

который далее тестировался в мультиплексном формате:  

Денатурация +95 С… 5 мин. 

Циклирование (45 циклов) +95 С… 30 сек. 

 +55 С… 30 сек. 

 +72 С… 10 сек. 

Состав амплификационной смеси:  

– 5–10 мкл выделенной ДНК; 

– 1 мкл специфического (Р1 ген M pneumoniae) прямого праймера; 

– 1 мкл специфического (Р1 ген M pneumoniae) обратного праймера; 

– 1 мкл TaqMan-зонда (Р1 ген M pneumoniae); 

– 1 мкл специфического (PstI фрагмент C pneumoniae) прямого 

праймера; 

– 1 мкл специфического (PstI фрагмент C pneumoniae) обратного 

праймера; 

– 1 мкл специфического TaqMan-зонда (PstI фрагмент C pneumoniae); 

– 25 мкл мастер-микс для TaqMan-ПЦР. 
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Для сравнения чувствительностей пар праймеров моно- и мульти-

плексного ПЦР-РВ анализа параллельно тестировались серийные разве-

дения ПКО M. pneumoniae и С. pneumoniae в концентрациях 10
2
; 10

3
 

и 10
4
 копий/мл, при этом количество ПКО M. pneumoniae и С. pneu-

moniae на реакцию амплификации составило 1, 10 и 100 копий соответ-

ственно (табл. 5.4).  
Таблица 5.4 

Чувствительность мультиплексной и моноплексной ПЦР-РВ  

при тестировании со стандартом одного из возбудителей  

в различных концентрациях (копии на реакцию) 

ДНК мат-

рица 

Формат анализа 

(пары праймеров) 

Ct, медиана (мин…макс) 

102  101 100 

pMPp1 Мультиплексный 

Моноплексный 

26,3 (25,9…26,7) 

26,8 (26,5…27,1) 

30,9 (30,4…31,4) 

30,0 (29,6…30,4) 

38,8 (38,3…39,3) 

38,2 (38,0…38,4) 

pСPpstI Мультиплексный 

Моноплексный 

25,7 (25,1…26,3) 

25,2 (24,7…25,7) 

29,9 (29,3…30,5) 

29,5 (29,2…29,8) 

38,3 (37,9…38,7) 

37,6 (37,2…38,0) 

 

Далее различные концентрации ДНК матрицы каждого микроор-

ганизма смешивались и тестировались в мультиплексной ПЦР-РВ для 

оценки способности усовершенствованного метода коамплифицировать 

множество матриц, присутствующих в различных количествах в образ-

цах (табл. 5.5). 
Таблица 5.5 

Чувствительность мультиплексной ПЦР-РВ при коамплификации  

стандартов возбудителей (копии на реакцию) 

ДНК 

матрица 

Ct, медиана (мин…макс) 

pMPp1 pСPpstI 

102 копий 101 копий 102 копий 101 копий 

pMPp1  
и pСPpstI 

26,7 (26,4…27,0) – – 30,1 (29,5…30,7) 

pMPp1  

и pСPpstI 
– 30,8 (30,4…31,2) 25,1 (24,3…25,9) – 

 

При анализе результатов амплификации каждой из ДНК матриц 

(pMPp1и pСPpstI) отдельно при наличии обоих пар праймеров в реакци-

онной смеси и различных концентраций ДНК матрицы отсутствовали 

статистически значимые отличия в значениях порогового цикла для мо-

ноплексной и мультиплексной ПЦР-РВ (р < 0,05). 

Усовершенствованная мультиплексная ПЦР-РВ позволяет детек-

тировать с надежностью 90–100 % ДНК возбудителя при наличии по-

рядка 10 копий ДНК. При концентрации 1 копия на реакцию порядка 

50 % 40 % образцов было отрицательными. 
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При анализе результатов коамплификации матриц (pMPp1и pСPpstI) 

при наличии обоих пар праймеров в реакционной смеси и различных 

концентраций матриц отсутствовали статистически значимые отличия 

в значениях порогового цикла для моноплексной и мультиплексной 

ПЦР-РВ (р < 0,05). 

Значения порогового цикла остались неизменными для ДНК мат-

рицы, которая находилась в низкой относительной концентрации, даже 

при условиях наличия в большей концентрации ДНК матрица другого 

возбудителя в одной пробирке (в 10 раз превышение концентрации). 

Таким образом, аналитическая чувствительность (предел обнару-

жения) для усовершенствованной методики составила 10 копий ДНК 

M. pneumoniae и/или С. pneumoniae на реакцию амплификации.  

Биологическим материалом для оценки диагностических характе-

ристик и апробирования усовершенствованного метода ПЦР-РВ для вы-

явления ДНК M. pneumoniae и C. pneumoniae в мультиплексном форма-

те стали 50 образцов мокроты детей с бронхитами и пневмониями, 

у которых с применением комплекса методов: культуральный, ПЦР-РВ 

с применением референсной тест-системы  

«АмплиСенс® Mycoplasma pneumoniae/ Chlamydia pneumoniae-FL» 

(Российская Федерация) для выявления ДНК M. pneumoniae и С. pneu-

moniae и ИФА была установлена хламидийно-микоплазменная этиоло-

гия заболевания, а также соскобы 30 детей и подростков без респира-

торной патологии с диагнозом функциональная кардиопатия.  

При сопоставлении результатов усовершенствованной методики 

с референсной тест-системой значения диагностической специфичности 

и чувствительности составили 100 % (табл. 5.6): все случаи выявления 

ассоциаций M. pneumoniae с С. pneumoniae у детей с бронхитами 

и пневмониями были подтверждены при использовании усовершен-

ствованной методики [149]. 
Таблица 5.6 

Диагностические характеристики усовершенствованной методики  

для выявления ДНК M. pneumoniae и C. pneumoniae 

Клинический 

образец 

Результаты применения усовер-

шенствованной методики 

Результаты применения  

референсной тест-системы 

С. pneumoniae M. pneumoniae 

П-ыхa О-ыхб П-ых О-ых 

Группа детей с респираторной патологией 

Мокрота Всего исследовано 

50 образцов  

положительно 37 0 37 0 

отрицательно 0 13 0 13 

Группа детей без респираторной патологии 

Соскоб Всего исследовано 

30 образцов 

положительно 0 0 0 0 

отрицательно 0 30 0 30 

Примечание: a — положительных образцов, б — отрицательных образцов. 
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Таким образом, усовершенствованная и апробированная методика 

для выявления ДНК M. pneumoniae и C. pneumoniae методом ПЦР-РВ 

с применением TaqMan олигонуклеотидных зондов в мультиплексном 

формате позволяет получать результат в течение 4–5 часов в высоко 

стандартизированном формате без обработки ПЦР продуктов, что сни-

жает риск ложноположительных результатов, которые могут иметь ме-

сто при манипуляциях с ампликонами [142, 144–147]. 

5.5. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ ДНК MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

В МОКРОТЕ ПРИ МОНО- И СМЕШАННЫХ ИНФЕКЦИЯХ 

Согласно полученным данным, наиболее частым микроорганизмом, 

который выявлялся в ассоциациях с бактериальной патогенной микро-

флорой респираторного тракта у детей, была M. pneumoniae [149, 143]. 

В ходе исследования была оценена концентрация ДНК M. pneu-

moniae в мокроте при моно-инфицировании данным патогеном и в ас-

социациях с другими возбудителями. 

Для проведения количественного определения амплификацию 

ДНК, выделенную из исследуемых образцов мокроты, проводили одно-

временно с амплификацией ДНК калибраторов — образцов с известной 

концентрацией ДНК-мишени. Калибратором стала плазмида, содержа-

щая фрагмент гена M. pneumoniae. Концентрация плазмиды в калибра-

торе I составила 1 × 10
2
 копий/мл, в калибраторе II — 1 × 10

3
 копий/мл, 

в калибраторе III — 1 × 10
4
 копий/мл. 

По результатам амплификации ДНК-калибраторов строили калиб-

ровочные линии (рис. 5.3), по которым определяли концентрацию ДНК-

мишени в исследуемых образцах.  

 

Рис. 5.3. Линейная зависимость между исходной концентрацией ДНК мишени в образце 
и циклом начала экспоненциального увеличения флуоресцентного сигнала (пороговым 

циклом, Сt). Концентрация ДНК-калибраторов в диапазоне от 102 до 104 копий/мл 
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Концентрацию ДНК M. pneumoniae, выраженную в количестве ко-

пий в 1 мл мокроты (QДНК-М), рассчитывали по формуле 5.1 [149]: 

QДНК-М = Х × [(VДНК × Vразв)/ (V'экстр× Vм)] × k,  (5.1) 

где Х — концентрация ДНК, найденная по калибровочной зависимости 

порогового цикла флуоресценции Сt от концентрации калибратора, соот-

ветствует копиям ДНК на 1 мл раствора ДНК после экстракции; VДНК — 

объем раствора ДНК после экстракции, мл; Vразв — объем смеси мокро-

ты и реагента «Муколизин», мл; Vэкстр — объем смеси мокроты и муко-

лизина, взятый для экстракции ДНК, мл; Vм — объем мокроты, взятый 

для смешивания с реагентом «Муколизин», мл; k — коэффициент, соот-

ветствующий эффективности выделения ДНК M. pneumoniae из мокро-

ты с применением ЦТАБ.  

Для определения коэффициента k готовились разведения суммар-

ной ДНК M. pneumoniae (AmpliRun® Mycoplasma pneumoniae DNA Con-

trol, Vircell) и культуры M. pneumoniae, которые в параллельных экспе-

риментах добавлялись к образцам мокроты после ее предварительной 

обработки реагентом «Муколизин». Коэффициент k рассчитывался как 

отношение концентрации ДНК M. pneumoniae, внесенной в образец 

мокроты до процесса экстракции методом на основе ЦТАБ, к концен-

трации ДНК M. pneumoniae, найденной по калибровочной кривой при 

проведении количественной ПЦР- РВ. Коэффициент k составил 1,5. 

При использовании количественной ПЦР-РВ для выявления ДНК 

M. pneumoniae были определены концентрации ДНК M. pneumoniae 

в мокроте в случае моно-инфицирования данным микроорганизмом 

(1500–8000 копий на мл) и в ассоциациях (12000–55600 копий на мл) 

[145–149]. Было показано, что отличие концентраций ДНК M. pneu-

moniae в ассоциациях от концентраций ДНК данным микроорганизмом 

при моно-инфицировании статистически значимо по результатам при-

менения U-критерия Манна–Уитни с уровнем значимости р = 0,05. 

Выводы 

1. Особенности физико-химических свойств мокроты оказывают 

существенное влияние на эффективность выделения ДНК. Присутствие 

слизи и высокая вязкость исследуемого образца затрудняют экстракцию. 

2. Применение классических способов экстракции, к которым отно-

сятся фенол-хлороформная и сорбционная экстракции, не лишено недо-

статков, способных привести к получению ложноотрицательных результа-

тов ПЦР. Причиной этого является недостаточное удаление ингибиторов 

ПЦР, основными из которых являются содержащиеся в мокроте поли-

сахариды. К тому же данные методы не обеспечивают достаточно глу-

бокого лизиса клеток с целью высвобождения ДНК M. pneumoniae.  
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3. Разработанные условия применения ЦТАБ в комплексе с фер-

ментом протеиназа К и детергентом SDS для выделения ДНК из мокро-

ты позволяют получить нуклеиновую кислоту с чистотой, соответству-

ющей критериям эффективного удаления полисахаридов и белков. 

4. Применение усовершенствованного метода на основе ЦТАБ ре-

агента позволило получить наибольшее количество положительных ре-

зультатов выявления ДНК M. pneumoniae в мокроте, что отражает по-

вышение эффективности ПЦР в детекции ДНК этого этиологически 

значимого в развитии респираторной патологии микроорганизма. 

5. Идентификация ассоциаций M. pneumoniae и С. pneumoniae при 

бронхитах и пневмониях у детей оптимизирована применением методи-

ки на основе ПЦР-РВ c мультиплексным форматом детекции, которая 

по показателям диагностической чувствительности и специфичности 

не уступает тест-системе для выявления ДНК M. pneumoniae и С. pneu-

moniae в биологическом материале методом ПЦР в мультиплексном 

формате «АмплиСенс® Mycoplasma pneumonia / Chlamydia pneumoniae-

FL» (Российская Федерация). 
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