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Принципы этиологической микробиологической 
диагностики инфекций респираторного тракта, 

обусловленных Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae, у детей и подростков
ГУО «Белорусская медицинская академия последипломного образования»

Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae вызывают пролонгированный вос- 
палительный ответ в респираторном тракте, являются этиологическими факторами 
в 10–60 % случаев внебольничной пневмонии у детей и подростков, ассоциированы с разви-
тием бронхита, фарингита, ларингита, синусита и бронхиальной астмы. Достоверность 
лабораторной диагностики инфекций респираторного тракта, обусловленных Chlamydophila 
pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae, у детей и подростков достигается с помощью приме-
нения комплекса методов, включающего общеклиническое исследование мокроты, бактерио-
логические, серологические, молекулярно-генетические исследования. Применение современно-
го специфичного и высокочувствительного метода полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР РВ) представляет собой перспективный способ выявления ДНК 
Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae в целях ранней этиологической диагнос- 
тики респираторной патологии при условии дифференцированного подхода к выбору биоло-
гического материала для исследования и подбору оптимального метода выделения нуклеи-
новых кислот патогенов. При этом приоритетными становятся методы, позволяющие до-
стичь наиболее глубокого лизиса клеток и элиминировать ингибиторы ПЦР, основными 
из которых при исследовании образцов биологического материала из респираторного трак-
та являются гемоглобин, муколитические агенты и полисахариды мокроты. Для тера- 
пии хламидиально-микоплазменной инфекции в педиатрии основной группой антибиотиков 
являются макролиды. В связи с широким применением макролидов для лечения респира- 
торной патологии, вызванной атипичной микрофлорой, в популяции с высокой частотой 
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В структуре первичной заболеваемости детей па-
тология респираторного тракта является наибо-

лее частой 72  % [4]. Большую социальную значимость 
имеет такой феномен, как затяжные и рецидивирующие 
заболевания органов дыхания, приводящие к формиро-
ванию хронической патологии у детей [7]. В данном слу-
чае в качестве основных этиологических факторов мик- 
робного происхождения рассматриваются Chlamydophila 
pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae, которые могут вы-
зывать пролонгированный воспалительный ответ в рес- 
пираторном тракте [22, 24]. Данные микроорганизмы 
ассоциированы с развитием бронхита, фарингита, ла-
рингита, синусита, являются этиологическими фактора-
ми в 10–60 % случаев внебольничной пневмонии у де-
тей [3, 25]. Получены данные о значительной распро-
страненности инфицирования Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae при бронхиальной астме [36]. 
Для терапии хламидиально-микоплазменной инфекции 
в педиатрии основной группой антибиотиков являют- 
ся макролиды. Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma 
pneumoniae не чувствительны к β-лактамным антибиоти-

кам [28, 33], которые используются для лечения инфек-
ционного процесса респираторного тракта, обусловленно-
го такими этиологически значимыми в формировании рес- 
пираторных заболеваний патогенами, как Streptococcus 
pneumoniae, Haemophilus influenzae, что актуализирует не-
обходимость применения для выявления Chlamydophila 
pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae высоко точного 
диагностического алгоритма во избежание необосно-
ванного назначения антибактериальных лекарственных 
средств.

Культуральные исследования, являясь золотым стан-
дартом выявления ряда микроорганизмов не хлами- 
диально-микоплазменной природы, не нашли своего при-
менения для обнаружения Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae в клинической практике. По-
лучение культур данных патогенов – чрезвычайно тру- 
доемкий и длительный процесс: микроорганизмы рас- 
тут медленно, в среднем 7–14 суток [20, 34, 36]. Для 
Mycoplasma pneumoniae как преимущественно внекле-
точного патогена в силу специфичности питательных по-
требностей требуются для роста специальные среды, 

от 10 до 90 % регистрируются резистентные к макролидам штаммы Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae. Резистентность к антибиотикам связана с генетическими меха-
низмами. Метод ПЦР РВ применим также для определения генетических факторов резис- 
тентности Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae к макролидам в наиболее 
короткие сроки для коррекции антибактериальной терапии.

Ключевые слова: Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, ПЦР, макролиды, 
резистентность.

Т. V. Hlinkina

Principles of etiological microbiological 
diagnostics of respiratory tract infections 
caused by Chlamydophila pneumoniae 
and Mycoplasma pneumoniae in children 
and adolescents

Chlamydophila pneumoniae and Mycoplasma pneumoniae cause prolonged inflammatory response 
in respiratory tract, account for 10–60 % of cases of community-acquired pneumonia in children 
and adolescents, are associated with the development of bronchitis, pharyngitis, laryngitis, sinusitis 
and bronchial asthma. The use of a set of methods including general clinical examination of sputum, 
bacteriological, serological, molecular-genetic studies lets achieve the reliability of laboratory diagnostics 
of the respiratory tract infections caused by Chlamydophila pneumoniae and Mycoplasma pneumoniae 
in children and adolescents. The application of a modern specific and highly sensitive method 
of polymerase chain reaction in real time (PCR RT) is a promising way of Chlamydophila pneumoniae 
and Mycoplasma pneumoniae DNA detection for early etiological diagnostics of respiratory pathology. 
Differentiated approach to the selection of biological material for research and selection of the appro-
priate method of nucleic acids extraction appear to be the key factors that influence the PCR sensi-
tivity. Methods, which let to achieve the deepest cell lysis and eliminate the PCR inhibitors, 
such as hemoglobin, mucolytic agents and polysaccharides of sputum, have to be used. Macrolides 
are the main group of antibiotics for the treatment of chlamydial-mycoplasmal infection in pediatrics. 
There is a high frequency 10 to 90 % of macrolide resistant strains of Chlamydophila pneumoniae 
and Mycoplasma pneumoniae in population, because of the widespread use of macrolides for the treatment 
of respiratory pathology, caused by the atypical microflora. Genetic mechanisms determine the antibiotic 
resistance. PCR RT is applicable to the detection of genetic factors of macrolide resistance of Chla-
mydophila pneumoniae and Mycoplasma pneumoniae in the shortest possible time for the correction 
of antibacterial therapy.

Key words: Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, PCR, macrolides, resistance.
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например, SP4, содержащая эмбриональную сыворотку 
крупного рогатого скота с обязательным добавлением 
антибиотика, препятствующего росту сопутствующих мик- 
роорганизмов, среда PPLO, дополненная дрожжевым 
экстрактом, глюкозой и пенициллином [22]. Chlamydophila 
pneumoniae является внутриклеточным патогеном, поэто-
му ее рост возможен только в эукариотических клетках, 
для чего используются специальные клеточные линии 
(НЕр-2 или НL клетки) [20].

Этиологическая микробиологическая диагностика 
инфекционного процесса респираторного тракта, вы-
званного хламидиями и микоплазмами, основана на не-
культуральных методах, а именно иммунологических и мо- 
лекулярно-генетических исследованиях [36].

Согласно действующему в Республике Беларусь доку-
менту «Клинические протоколы диагностики и лечения де-
тей с заболеваниями органов дыхания» методами диаг- 
ностики бронхитов, эмфиземы легких, пневмонита, брон-
холегочной дисплазии, пневмоний у детей при подозрении 
на инфицирование Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma 
pneumoniae являются серологические исследования, 
а именно определение антител классов М, G к антигенам 
Chlamidophila pneumoniae и Mycоplasma pneumoniae [5].

Превалирующей практикой является однократное 
серологическое исследование и необходимость быстрой 
диагностики для назначения лечения. Однако положитель-
ный результат однократного серологического исследо-
вания необязательно связан с присутствием в организ-
ме Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae, 
поскольку в силу особенностей противохламидиального 
и противомикоплазменного иммунного ответа антитела 
класса IgM, как и антитела класса IgG могут определять-
ся еще в течение нескольких месяцев после элиминиро-
вания патогенов и прекращения болезни [21]. Оптималь-
ной серологической диагностикой является исследование 
парных сывороток с целью проследить факт серокон-
версии или изменения титров антител, что труднодости-
жимо в клинической педиатрии. Любое серологическое 
исследование, проводимое без одновременного исполь-
зования дополнительного высокочувствительного и вы-
сокоспецифичного метода лабораторной диагностики, 
а также при отсутствии парных сывороток и возможнос- 
ти исследования сероконверсии, носит ретроспективный, 
а не диагностический характер [17]. Также вероятность 
обнаружения специфических противохламидийных и про-
тивомикоплазменных антител зависит в целом от осо-
бенностей образования иммуноглобулинов M, G, А у де-
тей разного возраста и подростков [21].

Поэтому в целях наиболее точного определения этио-
логической принадлежности Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae к развитию респираторной 
патологии у детей и подростков целесообразно приме-
нять в комплексе несколько методов клинической ла- 
бораторной диагностики, какими могут быть сероло- 
гические исследования и метод полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) [17, 36]. В этом случае можно выделить 
принципы этиологической микробиологической диагнос- 
тики инфекций респираторного тракта, обусловленных 
Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae, 
у детей и подростков:

1. Использование комплекса лабораторных методов, 
включающего метод серологической диагностики (ИФА) 
и метод ПЦР. 

Применение современного специфичного и высоко-
чувствительного метода полимеразной цепной реакции 
в режиме реального времени (ПЦР РВ) представляет 
собой перспективный способ выявления хламидий и ми-
коплазм в целях ранней этиологической диагностики, 
а также для контроля эффективности проводимой тера-
пии. ПЦР РВ является лучшей альтернативой традицион-
ной ПЦР, т. к. результаты доступны в течение 4–5 часов 
в высоко стандартизированном формате без обработки 
ПЦР продуктов, что снижает риск ложноположительных 
результатов, которые могут иметь место при манипуля-
циях с ампликонами [9]. Биологический материал, под-
ходящий для детекции ДНК Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae у детей и подростков, вклю- 
чает мокроту, бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ), аспи-
рат из трахеи, объединенный соскоб эпителиальных кле-
ток из носоглотки и задней стенки глотки, смывы из ро-
тоглотки и полости носа [12, 26, 38].

Одной из особенностей Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae является способность инфи-
цировать различные клетки: респираторного эпителия, 
альвеолярные макрофаги [24]. Chlamydophila pneumoniae 
способна переходить из очага первичного инфицирова-
ния в респираторном тракте в клетки эндотелия сосудов 
и гладкомышечные [16], при этом ДНК микроорганиз- 
ма может не обнаруживаться в клиническом материале 
из дыхательных путей, тогда как сам патоген присутствует 
в организме. В данном случае для выявления возмож-
ных случаев инфекционного процесса респираторного 
тракта, обусловленного Сhlamydophila pneumoniae, це-
лесообразно дополнять ПЦР РВ серологическими иссле-
дованиями. При проведении серологических исследова-
ний следует учесть следующие особенности иммунной 
системы детей: у детей до 3-х месяцев любые детектиру-
емые антитела класса IgG – это антитела матери, в том 
числе и специфические противомикробные, что может 
стать источником ложноположительных результатов се-
рологических исследований по выявлению специфических 
противомикробных антител класса IgG, собственный IgМ 
вырабатывается в этом возрасте в незначительном коли-
честве, составляющем до 20% от уровня взрослого челове-
ка. С 3-х месяцев количество собственного IgМ нарастает, 
количество IgG незначительно до года [11]. Определение 
специфических противохламидийных и противомико-
плазменных антител класса IgA не входит в спектр серо-
логических исследований у детей, так как показано, что 
специфический противомикробный IgA нечасто продуци-
руется у детей, является короткоживущим и характери-
зует реинфицирование, что для детей маловероятно [21].

2. Повышение диагностической чувствительности 
метода ПЦР в выявлении ДНК Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae путем оптимизации преана-
литического этапа и выбора оптимальной системы про-
боподготовки.

Преаналитический этап ПЦР включает взятие био-
логического материала, его хранение, транспортиров- 
ку и предварительную обработку [8]. Диагностическая 
ценность метода ПЦР в значительной степени зависит 
от выбора биологического материала. Для выявления 
ДНК Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae 
методом ПЦР предпочтительно исследовать биологиче-
ский материал из нижних отделов респираторного тракта 
(мокрота, БАЛ, аспират из трахеи), особенно в случае пред-
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полагаемой микоплазменной этиологии пневмоний [12]. 
Mycoplasma pneumoniae адаптирована к существованию 
в окружении, богатом фосфорными соединениями, кото-
рые содержатся в огромном количестве в сурфактанте 
легких, также основной и уникальный для Mycoplasma 
pneumoniae фактор патогенности CARDS токсин взаи- 
модействует с белком А сурфактанта и аннексином А2 
на эпителиальных клетках дыхательных путей, обеспечи-
вая тем самым цитоадгезию патогенна [15, 35]. Наиболее 
полный рецепторный репертуар, необходимый для цито-
адгезии Mycoplasma pneumoniae и последующего инфи-
цирования, формируется к периоду морфологической зре-
лости эпителия респираторного тракта, данный период 
для человека совпадает с периодом наиболее интенсив-
ного новообразования и дифференцировки ацинусов, 
а это приблизительно в 2 года жизни. В это же время 
наиболее интенсивно нарабатывается сурфактант лег-
ких [2]. Поэтому в случае инфицирования респираторного 
тракта ребенка старше 2-х лет Mycoplasma pneumoniae 
данный микроорганизм с наибольшей вероятностью бу-
дет обнаружен в мокроте. При невозможности получения 
биологического материала из нижних отделов респира-
торного тракта можно исследовать объединенный мазок 
из носоглотки и задней стенки глотки, что также целесооб- 
разно при подозрении на хламидиально-микоплазменную 
этиологию инфекционного процесса респираторного трак-
та [12]. Mycoplasma pneumoniae является преимуще-
ственно внеклеточным патогеном и может удерживаться 
в пристеночном биотопе верхних отделов респираторно-
го тракта или попадать туда в ходе мукоцилиарного кли-
ренса [39]. Система адгезинов Chlamydophila pneumoniae 
чрезвычайно разнообразна [29], что позволяет микро-
организму инфицировать клетки как нижних, так и верх-
них отделов респираторного тракта, поэтому патоген мо-
жет быть обнаружен как в мокроте, так и в биологическом 
материале из верхних отделов респираторного тракта.

Для достижения высоких значений диагностической 
чувствительности метода ПЦР большое значение на пре-
аналитическом этапе имеет качество взятия образца 
биологического материала для исследования, его хране-
ние, транспортировка и предварительная обработка. 
В соответствии с рекомендациями по взятию биопроб 
для ПЦР-диагностики: взятие материала производится 
из предполагаемого биотопа пребывания микроорганиз-
ма; взятие биологического материала, по-возможности, 
должно проводиться до начала антибактериальной тера-
пии; взятие биоматериала для контроля эффективности 
лечения должно проводиться не ранее чем через 3–4 не-
дели после окончания терапии; количество материала, 
забираемого для исследования, не должно быть избы-
точным, т. к. вместе с возбудителем в пробу попадают 
вещества, которые могут вызывать ингибирование ПЦР 
или могут способствовать деградации ДНК при хранении 
и транспортировке; наиболее адекватным инструментом 
для взятия соскобов и мазков для ПЦР-анализа являет-
ся специальный зонд (щеточка), который собирает необ-
ходимое количество эпителия, не травмируя слизистую, 
почти не впитывает образец и хорошо отдает собранный 
материал в жидкую транспортную среду; для взятия био-
проб необходимо пользоваться только одноразовым 
инструментом и одноразовыми пластиковыми контейне-
рами (или пробирками с транспортной средой) с плотно 
закрывающейся или завинчивающейся крышкой [8].

После взятия биологического материала он должен 
быть доставлен в лабораторию в максимально корот- 
кие сроки для проведения исследования. До проведе- 
ния анализа биологический материал может храниться 
при температуре 2–8  °С – в течение 1 суток, при ми- 
нус 20  °С – в течение 1 недели, при температуре 
минус 70 °С – длительно. Допускается только однократ-
ное замораживание-оттаивание материала. Транспорти-
рование клинического материала осуществляют в спе-
циальном термоконтейнере с охлаждающими элемента-
ми или в термосе со льдом: при температуре 2–8  °С – 
в течение 6 часов; в замороженном виде – в течение 
1 суток [8].

Если в качестве биологического материала для вы-
явления ДНК Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma 
pneumoniae используется мокрота или какие-либо другие 
образцы с вязкой консистенцией, то они должны быть обра-
ботаны муколитическим агентом N-ацетилцистеином [8], 
действие которого связано со способностью свободных 
сульфгидрильных групп разрывать внутри- и межмоле-
кулярные дисульфидные связи кислых мукополисахари-
дов мокроты, что приводит к деполимеризации мукопро-
теинов и уменьшению вязкости мокроты.

Материал из нижних дыхательных путей, в том числе 
мокрота, рассматривается как более информативный био-
логический материал для выявления ДНК Chlamydophila 
pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae, однако следует 
учесть, что в ряде случаев бронхиты и пневмонии хла- 
мидиально-микоплазменной этиологии характеризуют-
ся малопродуктивным кашлем, при этом спонтанная мо-
крота продуцируется в незначительных количествах [3]. 
Важным является проведение контроля качества взятия 
мокроты, включающего подтверждение получения био-
логического материала из нижних отделов респиратор-
ного тракта, критерием которого является присутствие 
в образцах легочных макрофагов, и подтверждение отсут-
ствия контаминации мокроты слюной, при этом критерием 
значительной контаминации является содержание в мо-
кроте плоского эпителия, характерного для ротовой по-
лости, >20% от общего количества клеток [37].

При исследовании клеточного состава мокроты о при-
сутствии атипичной микрофлоры можно косвенно судить 
по наличию клеток с признаками вакуолизации, фрагмен-
тации ядра, что может быть вызвано действием СARDS 
токсина Mycoplasma pneumoniae [15], а также повышен-
ное содержание тучных клеток (норма 0–0,5 %). Тучные 
клетки обладают свойством поддерживать воспалитель-
ный процесс в легких посредством выделения большого 
количества биологически активных веществ, в том числе 
тучные клетки являются резервуаром фактора некроза 
опухоли α. В эксперименте показано, что при инфициро-
вании Mycoplasma pneumoniae поддерживаемое туч- 
ными клетками воспаление способствует элиминирова-
нию микроорганизма [40]. Однако при инфицировании 
Chlamydophila pneumoniae тучные клетки косвенно спо-
собствуют распространению патогена. Тучные клетки вы-
рабатывают фермент химазу (MCPT4), которая активи- 
рует MMP-9 – основную матричную металлопротеиназу 
бронхов и легких, которая готовит межклеточный матрикс 
к миграции клеток, дестабилизируя межклеточные кон-
такты. С помощью данного фермента тучные клетки спо-
собствуют расширению межклеточных пространств, про-
хождению нейтрофилов, макрофагов, которые являются 



12

Обзоры и лекции	 МЕДИЦИНСКИЙ ЖУРНАЛ 1/2018

дополнительным объектом инфицирования для Chlamy- 
dophila pneumoniae [18]. 

Таким образом, микроскопия мокроты с исследова-
нием клеточного состава оптимизирует преаналитиче-
ский этап ПЦР, обеспечивая контроль качества взятия 
мокроты как наиболее информативного биологического 
материала для исследования на атипичную микрофло- 
ру, при этом косвенными признаками инфицирования 
Mycoplasma pneumoniae может быть повышенное содер-
жание тучных клеток в мазке мокроты и наличием пато-
логического фенотипа клеток (вакуолизация, фрагмен-
тация ядра), по совокупности данных признаком можно 
предположить о присутствии патогена до проведения 
этиологической диагностики.

Существенное влияние на диагностическую чувстви-
тельность ПЦР оказывает этап пробоподготовки, который 
включает выделение ДНК из образца биологического 
материала и устранение ингибиторов ПЦР. Достичь этого 
можно несколькими способами. Первый способ включает 
лизис клеток (разрушение физическим или механическим 
воздействием), ферментативное разрушение белков про-
теиназами и/или депротеинизацию клеточного лизата 
с помощью фенола и хлороформа, центрифугирование 
для удаления денатурированных белков и фрагментов 
клеточных органелл. Затем ДНК осаждают из раствора 
этанолом и после центрифугирования растворяют оса-
док в буферном растворе. Другим способом является 
сорбция ДНК из клеточного лизата на гранулах силика-
геля в присутствии хаотропных веществ, центрифугиро-
вание и последующая элюцию ДНК с гранул в раствор 
(сорбционная экстракция). Для лизиса клеток и денату-
рации белков часто используется детергент додецил-
сульфат натрия (SDS) или хаотропный агент гуанидини-
зотиоцианат. Некоторые производители продают набо-
ры реактивов для выделения ДНК с использованием 
магнитных частиц, покрытых силикой SiO

2
. 

Отдельные коммерческие наборы предусматривают 
адсорбцию примесей, ингибирующих ПЦР, с помощью 
ионообменных смол (например, Chelex) [6].

Описаны различные методы экстракции ДНК Chlamy- 
dophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae: 1) разбав-
ление образца 0,9 % хлоридом натрия с последующим до-
бавлением SDS, экстракция фенол-хлороформом и осаж- 
дение ацетатом аммония и этанолом; 2) предварительная 
обработка протеиназой K с последующей экстракцией 
фенол-хлороформом или фенол-хлороформ-изоамиловым 
спиртом и осаждением этанолом; 3) экстракция по Boom 
(сорбционная экстракция) обработанных протеазой или 
не обработанных образцов; 4) инкубация с Chelex и ази-
дом 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 хлори-
дом натрия [14, 26].

Качество и чистота выделенных нуклеиновых кис- 
лот (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, которые могут ингибировать 
проведение анализа с использованием ПЦР, относятся: 
SDS, фенол, этанол, изопропанол, ацетат натрия, хлорис- 
тый натрий, EDTA, гемоглобин, гепарин, мочевина [10]. 

При исследовании биологического материала рес- 
пираторного тракта наиболее частыми ингибиторами ПЦР 
являются: компоненты крови, полисахариды, а также му-
колитические агенты (N-ацетилцистеин), которые добав-
ляют в мокроту для снижения ее вязкости [23]. Таким обра-
зом, физико-химические свойства мокроты оказывают 
влияние на выбор метода экстракции НК. 

Исследования, в которых сравниваются различные 
методы экстракции ДНК Chlamydophila pneumoniae и My- 
coplasma pneumoniae, немногочисленные. Abele-Horn 
и коллеги сравнивали 2 способа эктракции ДНК Myco- 
plasma pneumoniae: лизис клеток с использованием про-
теиназы К без последующей очистки НК и ДНК экстрак-
ция после лизиса фенол-хлороформом с последующим 
осаждением этанолом. Применение фенол-хлороформной 
экстракции требовало на один час больше времени и при-
водило к десятикратному снижению чувствительности. 
При этом данный метод ориентирован на работу с таки-
ми агрессивными веществами, как фенол и хлороформ, 
и присутствуют стадии центрифугирования и жидкост- 
ной экстракции, которые нельзя автоматизировать, что 
является значительным недостатком [13].

Gnarpe и Eriksson обнаружили, что чувствительность 
ПЦР в детекции ДНК Chlamydophila pneumoniae увеличи-
валась при использовании метода эстракции НК, обес- 
печивающего более глубокий лизис клеток. О глубине 
лизиса судили по количеству экстрагированной НК в мкг 
на мкл биологического материала [14].

Maas и Dalhoff оценивали присутствие ингибиторов 
ПЦР, основными из которых для биологического матери-
ала из респираторного тракта являются гемоглобин, по-
лисахариды, в 75 образцах БАЛ при обработке 3 ме- 
тодами. Ингибиторы ПЦР присутствовали в 31 % образ-
цов при экстракции на основе температурного лизиса, 
в 12 % образцов при использовании протеиназы К. Наи-
более эффективно ингибиторы удалялись при использова-
нии метода выделения с использованием СТАВ – бромис- 
того цетилтриметиламмония. Этот метод удобен для уда-
ления полисахаридов, которых много в мокроте и которые 
отрицательно влияют на чистоту ДНК и, следовательно, 
на ее качество [27].

Wilson и коллеги исследовали 4 метода экстракции 
ДНК из культур Chlamydophila pneumoniae: 1) метод сорб-
ционной экстракции (силика) на основе применения гуа-
нидинизотиоцианата; 2) инкубация с Chelex; 3) экстрак-
ция на основе температурного лизиса; 4) использование 
протеиназы К. Метод, включающий расщепление с про-
теиназой К, продемонстрировал наибольшую чувствитель-
ность. Инкубация с Chelex была менее чувствительна, чем 
силика-экстракция. В случае применения температурно-
го лизиса отсутствовало выделение ДНК Chlamydophila 
pneumoniae из культур [14]. 

В настоящее время общепризнанным методическим 
подходом выделения ДНК является сорбционная экстрак-
ция, которая, наряду с высокой чувствительностью, ха-
рактеризуется простотой выполнения. Использование 
данного метода выделения НК позволяет автоматизиро-
вать процесс, что особенно актуально для повышения 
производительности клинико-диагностических лабора-
торий. Недостатками сорбционной экстракции являет- 
ся сложность в выделении НК из объектов с малым ко-
личеством биологического материала и малой концент- 
рацией НК. 
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Метод сорбционной экстракции с помощью магнитных 

частиц представляет собой простой и надежный способ 
очистки НК. Методика выделения включает: 1) лизис НК 
гуанидинизотиоцианатом, 2) сорбцию НК на магнитных 
частицах, покрытых аффинным к НК лигандом (напри-
мер, силикой SiO

2
), 3) осаждение НК центрифугирова- 

нием, стадии промывок, 4) элюцию НК [1, 6]. 
Особенно подходят для выделения парамагнитные 

частицы, которые не взаимодействуют друг с другом 
в отсутствие магнитного поля. Эти частицы приобретают 
магнитный момент в сильном магнитном поле, но не со-
храняют постоянного магнетизма, когда поле отсутствует. 
Если устранены магнитная агрегация и слипание частиц, 
то в течение реакции достигается суспензирование час- 
тиц и единообразная экстракция нуклеиновых кислот. 
Преимуществами метода экстракции с помощью магнит-
ных частиц является: большая емкость сорбента, позво-
ляющая выделять большие количества НК; минимизация 
потерь в ходе выделения ДНК; уменьшение риска пере-
крестной контаминации за счет того, что весь нуклеино-
вый материал связывается с сорбентом; высокая чисто-
та конечного продукта. Однако возможны потери про-
дукта вследствие необратимой сорбции на носителе, 
а также в процессе многочисленных отмывок. Особенно 
большое значение это имеет при работе с небольшими 
концентрациями ДНК микроорганизмов в биологиче-
ском образце [1, 6].

Таким образом, при выборе оптимального метода 
пробоподготовки следует ориентироваться на существу-
ющие универсальные методические подходы к выделе-
нию НК и принимать во внимание, что в биологическом 
материале из респираторного тракта может присутство-
вать много ингибиторов ПЦР (компоненты крови, полиса-
хариды, муколитические вещества). От выбранного мето-
да выделения НК зависит в целом чувствительность ПЦР 
анализа по выявлению ДНК Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae и как следствие достовер-
ность получаемых результатов.

3. Выявление антибиотикорезистентности Chlamy- 
dophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae к макро-
лидам.

Лекарственными средствами на первых этапах лече-
ния бронхитов и пневмоний с хламидиально-микоплаз- 
менной этиологией у детей и подростков являются мак- 
ролиды [5]. Данная группа антибиотиков обладает про-
тивомикробным, противовоспалительным действием, 
а именно снижает продукцию провоспалительных цито-
кинов, которая имеет место при инфицировании Chlamy- 
dophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae и является 
одним из ведущих звеньев патогенеза хламидиально-
микоплазменной инфекции [32]. У взрослых лиц препа- 
ратами выбора являются тетрациклины и фторхиноло- 
ны, однако ни одна из данных групп антибактериальных 
средств не рекомендуется детям до 7 лет из-за органо-
токсического действия в отношении костной ткани и зу-
бов [30]. В связи с широким применением макролидов 
у детей и подростков при пневмониях актуальным являет-
ся мониторинг циркулирующих Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae, резистентных к данным анти-
бактериальным лекарственным средствам. Макролиды 
часто назначаются эмпирически, притом что резистент- 
ность Mycoplasma pneumoniae к макролидам является 
в настоящее время проблемой мирового масштаба: 

резистентные к макролидам штаммы регистрируются 
в 90  % случаев в Китай, в более чем в 30  % случаев 
в Японии, в 8,2  % случаев в США, в Европе данный 
показатель варьирует от 10 до 26 % случаев [30, 34]. 

Резистентность к антибиотикам связана с генетиче-
скими механизмами. У микроорганизмов обнаружены 
различные механизмы антибиотикорезистентности, вклю- 
чая мутации в сайтах связывания препаратов, метилиро-
вание рибосом, эффлюкс системы и системы инактивации 
лекарств, механизмы «тушения» действия лекарств [30]. 
Единственный описанный механизм резистентности Myco- 
plasma pneumoniae к макролидам – мутации в домене V 
однокопийного 23S рРНК гена. Мутации в данном гене, 
которые индуцируют сильную резистентность к макроли-
дам, включают транзицию A>G в позиции 2063 и транс-
версию A>C в позиции 2064, тогда как резистентность 
к макролидам низкой степени индуцируется в случае 
транзиции A>G в позиции 2067 и трансверсии C>G/A 
в позиции 2617. В результате мутаций затрудняется свя-
зывание лекарственного средства с рРНК и ингибирова-
ние синтеза полипептидов микроорганизма [30, 32]. 

Мутации в 23S рРНК гене доминантны, так как в ге-
номе Mycoplasma pneumoniae только один рРНК оперон. 
С биологической точки зрения резистентные к макроли-
дам штаммы Mycoplasma pneumoniae могут возникать 
часто, поскольку даже единичная однонуклеотидная заме-
на способна вызвать резистентность, и в силу небольших 
размеров генома у микроорганизма ограничена систе-
ма ДНК репарации. Также в развитие антибиотикорези-
стентности может вносить вклад то, что период полурас-
пада макролидов в организме длительный, особенно 
азитромицина [19].

Предположительно, резистентность к макролидам 
формируется у пациентов с Mycoplasma pneumoniae 
в ходе терапии, трансмиссия резистентных штаммов ма-
ловероятна [19]. В исследовании Dumke et al. (2014) опи-
сан случай появления резистентной к макролидам суб-
популяции Mycoplasma pneumoniae у одного пациента 
в ходе лечения. В данной работе исследователи клони-
ровали ПЦР ампликоны 23S рРНК в плазмиду, отбирали 
колонии и осуществляли секвенирование для идентифи-
кации генотипа, присутствующего в образце. При этом 
только чувствительные субпопуляции Mycoplasma pneumo- 
niae определялись в образцах, собранных в 1-й день те-
рапии макролидами, смесь чувствительных и резистент-
ных субпопуляций определялась на 18-й день и позже. 
С использованием данного метода резистентные квази-
виды Mycoplasma pneumoniae (полиморфные популяции 
одного вида микроорганизма), содержащие A2063G или 
A2064G мутации (46 и 28% соответственно), были иден-
тифицированы в одном и том же образце наравне с ди-
ким генотипом 26 %. Для использования в рутинной кли-
нической практике метод, описанный в исследовании, 
громоздкий и затратный по времени [19].

Используемые методы выявления резистентности 
к макролидам Mycoplasma pneumoniae включают фено-
типические методы (тесты на чувствительность), позво-
ляющие определять МИК лекарственных средств, и гено-
типические методы, выявляющие специфические точечные 
мутации, приводящие к резистентности к макролидам 
Mycoplasma pneumoniae. Мутации могут детектировать-
ся ПЦР исследованием 23S рРНК гена Mycoplasma 
pneumoniae: метод полиморфизма длин рестрикционных 
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фрагментов (RFLP), комбинирование ПЦР РВ с высокочув-
ствительным анализом кривых плавления (HRM-анализ) 
с последующим проведением ДНК секвенирования для 
подтверждения [31]. 

Высокая частота инфицирования респираторного 
тракта детей и подростков Chlamydophila pneumoniae 
и Mycoplasma pneumoniae до 65 % свидетельствует о зна-
чительном распространении и необходимости совершен-
ствования методических подходов к раннему выявлению 
данных микроорганизмов. Культивирование Chlamydophila 
pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae является длитель-
ным процессом, занимающим до трех недель. Специфи-
ческие противохламидийные и противомикоплазменные 
антитела детектируются спустя несколько недель после 
инфицирования, их уровни остаются в пределах чувстви-
тельности серологических тестов и после элиминирова-
ния патогенов из организма. Достоверность диагностики 
инфекционного процесса респираторного тракта, ассо-
циированного с Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma 
pneumoniae, у детей и подростков может быть достигну-
та с помощью применения комплекса методов клиниче-
ской лабораторной диагностики, включая методы обще-
клинического исследования биологического материала 
из нижних дыхательных путей (мокроты), бактериологиче-
ские, серологические, молекулярно-генетические исследо-
вания. Смешанный характер заболеваний препятствуют 
выявлению основного этиологического агента, вызвав-
шего инфекционный процесс, затрудняя тем самым про-
ведение этиотропной противоинфекционной терапии. 
Использование высокочувствительного и высокоспеци-
фичного молекулярно-генетического метода ПЦР РВ мо-
жет решить патогенетически значимую задачу выявле-
ния Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae 
при условиях дифференцированного подход к выбору 
биологического материала для проведения ПЦР диагно-
стики, а также подбора оптимального алгоритма пробо-
подготовки. Из всех видов биологического материала 
респираторного тракта, которые применяются для вы- 
явления ДНК Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma 
pneumoniae методом ПЦР, мокрота рассматривается как 
наиболее информативный биологический материал, по-
этому существенным на преаналитическом этапе ПЦР 
является проведение контроля качества взятия мокро-
ты. Для выделения нуклеиновых кислот мокрота может 
использоваться только после предварительной обработ-
ки муколитическими агентами, которые снижают ее вяз-
кость, обусловленную присутствием большого количе-
ства полисахаридов. В свою очередь муколитические 
агенты, как и полисахариды мокроты, являются ингиби-
торами ПЦР, поэтому при выборе метода выделения ну-
клеиновых кислот из мокроты следует ориентироваться 
на методы, которые обеспечивают наиболее полное эли-
минирование муколитических агентов и полисахаридов. 
Метод ПЦР РВ применим также для определения генети-
ческих факторов резистентности микроорганизмов к мак- 
ролидам – основным лекарственным средствам антибак-
териальной терапии респираторного хламидиоза и ми-
коплазмоза у детей и подростков. Актуальным является 
выявление Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma 
pneumoniae с последующим контролем наличия мута-
ций, обуславливающих резистентность патогенов к ма-
кролидам, в наиболее короткие сроки для коррекции 
антибактериальной терапии, что может быть достигнуто 

применением молекулярно-генетического метода ПЦР РВ. 
Таким образом, применение современного метода ПЦР РВ 
в комплексной этиологической микробиологической диаг- 
ностике инфекций респираторного тракта, обусловлен-
ных Chlamydophila pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae, 
у детей и подростков позволяет оптимизировать лече-
ние, проводить мониторинг течения заболевания и конт- 
ролировать излеченность пациента.
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Грелин: синтез, структура, 
физиологическая роль в организме

ГУ «Республиканский центр медицинской реабилитации и бальнеолечения»1, 
УО «Белорусский государственный медицинский университет»2

Известно большое количество центральных и периферических пептидов, вовлеченных 
в регуляцию аппетита, пищевого поведения и массы тела. Одним из участников процесса 
поддержания энергетического гомеостаза организма является пептидный гормон грелин, 
который продуцируется в пищеварительном тракте и связывается с рецептором гормона 
роста. Пиковая концентрация грелина определяется в плазме непосредственно перед едой 
и быстро падает после приема пищи. В статье описано строение гена грелина, изученные 
физиологические эффекты в организме человека, отражены некоторые аспекты воздей-
ствия гормона на углеводный и липидный обмены, а также роль пептида в возникновении 
расстройств приема пищи и феномене пищевой аддикции.

Ключевые слова: грелин, гормон, пищевое поведение, избыточная масса тела, сахар-
ный диабет 2-го типа.


