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патологический процесс в респираторном 
тракте или суперинфекции другими патоген-
ными микроорганизмами [5–8]. 

В свою очередь вопрос об одновременном 
инфицировании хламидиями и микоплазмами 
респираторного тракта детей к настоящему 
времени мало изучен, одной из причин этого 
является сложность подтверждения этиологи-
ческой роли Сhlamydia pneumoniae и Myco-
plasma pneumoniae в формировании респира-
торных инфекций [9]. 

Культивирование данных патогенов явля-
ется длительным и трудоемким процессом, 
микроорганизмы требовательны к составу пи-
тательных сред и условиям роста [4, 8, 10]. 

Серологические исследования при отсут-
ствии парных сывороток и возможности ис-
следования сероконверсии носят ретроспек-
тивный, а не диагностический характер [11]. 

Применение современного специфичного 
и высокочувствительного метода молекуляр-
но-генетической диагностики — полимераз-
ной цепной реакции в режиме реального 
времени (ПЦР РВ) представляет собой пер-
спективный способ выявления хламидий и 
микоплазм в целях ранней этиологической 
диагностики, в том числе в условиях сме-
шанного инфицирования [4, 11]. 

Цель исследования 
Установить особенности инфицирования 

Сhlamydia trachomatis, Сhlamydia pneumoniae, 
Mycoplasma hominis, Mycoplasma pneumoniae де-
тей с бронхитами и пневмониями и усовершен-
ствовать методологию молекулярно-генетической 
диагностики респираторных инфекций, обуслов-
ленных хламидиями и микоплазмами. 

Материалы и методы 
Группу исследования составили 272 ре-

бенка от рождения до 17 лет с диагнозами: 
«Бронхит», «Пневмония», которые были об-
следованы на наличие хламидийно-мико-
плазменного инфицирования респираторного 
тракта методом ПЦР РВ. 

Материалом для генетического анализа 
стали соскобы эпителиальных клеток из носо-
глотки и ротоглотки (далее — соскобы), трахе-
обронхиальный секрет, мокрота. 

Выделение ДНК из биологического мате-
риала пациентов (соскоб, трахеобронхиальный 
секрет) проводили методом сорбционной экс-
тракции («РеалБест ДНК-экстракция 1», АО 
«ВЕКТОР-БЕСТ», Российская Федерация). 
Выделение ДНК из мокроты проводили спосо-
бом с применением бромистого цетилтримети-
ламмония (ЦТАБ). Для снижения вязкости 
мокроты каждый образец смешивали с реаген-
том «Муколизин» в соотношении 5:1 (5 частей 
муколизина к 1 части мокроты) и инкубирова-
ли в течение 30 минут. Смесь мокроты и муко-

лизина в объеме 1 мл центрифугировали 10 ми-
нут при 7000 g. Осадок клеточных элементов 
мокроты ресуспендировали в 565 мкл ТЕ бу-
фера и инкубировали 1 час при 37 °C с 30 мкл 
10 % додецилсульфата натрия (SDS) и 5 мкл 
протеиназы К (10 г/л). Затем добавляли 100 мкл 
ЦTAБ/NaCl раствора (4.1 г NaCl, 10 г ЦTAБ в 
100 мкл стерильной воды) и инкубировали при 
65 °C в течение 10 минут. После инкубирова-
ния экстракты очищали смесью хлороформ-
изоамиловый спирт, ДНК осаждали изопро-
панолом [12]. 

Выявление ДНК Сhlamydia trachomatis, 
Сhlamydia pneumoniae, Mycoplasma hominis и 
Mycoplasma pneumoniae проводили с примене-
нием наборов реагентов ООО НПФ «Литех» 
(Российская Федерация) на амплификаторе 
«Rotor — Gene 6000» («Corbett research», Ав-
стралия). Наличие ДНК условно-патогенных 
бактерий родов Streptococcus, Staphylococcus, 
Enterococcus, Pseudomonas, семейства Entero-
bacteriaceae и Haemophilus influenza в исследу-
емом биологическом материале определяли 
методом ПЦР РВ, согласно инструкции на ме-
тод номер 034–0418, чувствительность 1 × 
104 копии/мл, и с использованием набора Hae-
mophilus influenza ООО НПФ «Литех» (Рос-
сийская Федерация). 

Результаты и обсуждение 
В ходе исследования определено, что в 

возрасте до 2 лет у детей с респираторной па-
тологией (n = 120) c наибольшей частотой бы-
ли выявлены Сhlamydia trachomatis и Myco-
plasma hominis (10 %). Причиной их обнару-
жения в биологическом материале респира-
торного тракта детей первых лет жизни явля-
ется высокий риск перинатального заражения 
при естественном родоразрешении от матерей, 
инфицированных данными возбудителями 
[13]. У детей в возрасте до 2 лет частота инфи-
цирования Сhlamydia pneumoniae и Mycoplas-
ma pneumoniae составила 4 %. 

В группе детей старше 2 лет с бронхитами 
и пневмониями (n = 152) только в 2 случаях 
была выявлена ДНК Mycoplasma hominis в 
биологическом материале из респираторного 
тракта, ДНК Сhlamydia trachomatis не была 
обнаружена. Частота выявления ДНК Сhlamyd-
ia pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae у де-
тей старше 7 лет составила 16 % при бронхи-
тах и 52 % при пневмониях. Таким образом, в 
значительной степени в спектре возможных 
возбудителей хламидийно-микоплазменной 
инфекции превалировали Сhlamydia pneumoni-
ae и Mycoplasma pneumoniae (28 %), что согла-
суется с результатами других исследований, 
направленных на изучение этиологической ро-
ли данных микроорганизмов при бронхитах и 
пневмониях у детей [1, 2, 3]. 
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Инфицирование респираторного тракта у 

детей может протекать в виде смешанных ин-
фекций. Так, в группе детей до 2 лет среди 
16 случаев инфицирования хламидиями и ми-
коплазмами были выявлены ассоциации: 
Сhlamydia trachomatis + Mycoplasma hominis — 
в 5 случаях и ассоциация Сhlamydia tracho-
matis + Mycoplasma pneumoniae — в 1 случае. 
У детей старше 2 лет сочетанная хламидий-

но-микоплазменная инфекция респираторно-
го тракта была представлена ассоциацией 
Сhlamydia pneumoniae + Mycoplasma pneu-
moniae в 9 из 48 случаев хламидийно-мико-
плазменного инфицирования в данной воз-
растной группе. 

Также определена структура ассоциаций 
хламидий и микоплазм с условно-патогенными 
микроорганизмами (таблице 1). 

Таблица 1 — Ассоциации хламидий и микоплазм с возбудителями не хламидийно-
микоплазменной природы 

Ассоциация n 
атипичные патогены классические бактерии 

С. trachomatis Str. pneumoniae 1 
С. pneumoniae Str. pneumoniae 1 
M. pneumoniae + С. pneumoniae Str. pyogenes 1 
M. pneumoniae + С. pneumoniae Staph. aureus 2 
M. pneumoniae Str. pneumoniae 3 
M. pneumoniae Str. pyogenes 1  
M. pneumoniae Staph. aureus 3  
M. pneumoniae H. influenzae 2 

 
 

Исходя из отличий в структуре хлами-
дийно-микоплазменного инфицирования в 
различных возрастных группах детей с брон-
хитами и пневмониями, принимая во внима-
ние отсутствие различий в протоколах лече-
ния инфекционного процесса респираторного 
тракта, обусловленного Сhlamydia trachomatis, 
Сhlamydia pneumoniae, Mycoplasma hominis, 
Mycoplasma pneumoniae у детей [1], для со-
кращения времени назначения этиотропной 
терапии при подозрении на атипичную инфек-
цию респираторного тракта предложен способ 
диагностики на основе ПЦР РВ с использова-
нием Chlamydiaceae-специфичных и Mycoplas-
ma-специфичных праймеров и олигонуклео-
тидных меченых проб, позволяющих выявлять 
ДНК представителей семейства Сhlamydiaceae 
(Сhlamydia trachomatis, Сhlamydia pneumoniae) 
и рода Mycoplasma (Mycoplasma hominis, My-
coplasma pneumoniae). 

Праймеры для детекции ДНК представи-
телей семейства Сhlamydiaceae (Сhlamydia tra-
chomatis, Сhlamydia pneumoniae), рода Myco-
plasma (Mycoplasma hominis, Mycoplasma 
pneumoniae) и последовательности соответ-
ствующих олигонуклеотидных меченых проб 
были выбраны на основе генетических последо-
вательностей 16S-23S рРНК спейсерного 
региона и 16SрРНК с использованием Primer Ex-
press программного обеспечения соответственно: 
Cf-forward 5 -̀TCGCCACCAAGAGTTCATATC-3 ,̀ 
Cr-reverse 5 -̀TTAATTGGCGAACAGCCAAAC-3 ,̀ 
Cp-probe 5̀ (ROX)-TTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCGCAT-
(TAMRA)3 ,̀ 

ожидаемый размер ампликона — 106 п.н. и 
Mf-forward 5`-GCCACATTGGGACTGAGA-3`, 
Mr-reverse 5`-TCCATCAAGCTTTCGCTCAT-3`, 
Mp-probe 5̀ (ROX)-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT- 
(TAMRA)3`, 

ожидаемый размер ампликона — 84 п.н. 
Определение гомологичных участков 16S-

23S рРНК спейсерного региона Сhlamydia tra-
chomatis и Сhlamydia pneumoniae, 16SрРНК 
Mycoplasma hominis и Mycoplasma pneumoniae, 
предварительная оценка специфичности прай-
меров, ампликонов и проб TaqMan проводи-
лись с помощью on-line программы BLAST 
(http: // blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Приготовление положительных контроль-
ных образцов (ПКО) для ПЦР РВ осуществля-
лось на базе лаборатории молекулярной био-
технологии Института микробиологии НАН 
Беларуси путем клонирования необходимого 
ампликона в плазмиду pXcmkn12 (The cloning 
vector collection, Япония). Для получения 
ампликона, содержащего анализируемый 
гомологичный фрагмент 16S–23S спейсеров 
Сhlamydia pneumoniae и Сhlamydia pneumoniae 
использовалась суммарная ДНК Сhlamydia 
pneumoniae (AmpliRun® Chlamydophila pneumoniae 
DNA Control, Vircell), 104 копий/мкл. Для 
получения ампликона, содержащего анализи-
руемый гомологичный фрагмент гена 16S 
рРНК Mycoplasma hominis и Mycoplasma pneu-
moniae использовалась суммарная ДНК Myco-
plasma pneumoniae (AmpliRun® Mycoplasma 
pneumoniae DNA Control, Vircell), 104 

копий/мкл. Присутствие анализируемого 
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фрагмента 16S-23S спейсера и фрагмента гена 
16S рРНК в полученных плазмидах pС16s23s в 
pM16s соответственно проверяли с помощью 
реакции секвенирования. 

Плазмида pС16s23s и плазмида pM16s в 
концентрации 1×104 копии/мл использовались 
в качестве отдельных ПКО. Отрицательным 
контрольным материалом служила бидистил-
лированная вода. 

Оптимизацию условий амплификации и 
определение аналитической чувствительности 
проводили на образцах ПКО. 

Апробация разработанного способа иден-
тификации представителей семейства Сhla-
mydiaceae и рода Mycoplasma была проведена 
на 50 клинических образцах (соскобы, мокро-
та, трахеобронхиальный секрет), в которых 
была выявлена ДНК одного или нескольких 
возбудителей хламидийно-микоплазменной 
природы: Сhlamydia trachomatis, Сhlamydia 
pneumoniae, Mycoplasma hominis и Mycoplasma 
pneumoniae методом ПЦР РВ с использовани-
ем референсных тест-систем с видоспецифич-
ными праймерами ООО НПФ «Литех» (Рос-
сийская Федерация). 

Аналитическая чувствительность (предел 
обнаружения) для усовершенствованных мето-
дов составила (2–3)×102 копии/мл.  

При сопоставлении результатов разрабо-
танного способа с референсными тест-систе-
мами значения диагностической специфично-
сти и чувствительности составили 100 %: все 
случаи выявления ассоциаций Сhlamydia tra-
chomatis, Сhlamydia pneumoniae, Mycoplasma 
hominis, Mycoplasma pneumoniae у детей с 
бронхитами и пневмониями были подтвержде-
ны при использовании усовершенствованного 
способа. 

Согласно полученным данным (таблица 1), 
наиболее частым микроорганизмом, который 
выявлялся в ассоциациях, была Mycoplasma 
pneumoniae. В ходе исследования была оцене-
на концентрация ДНК Mycoplasma pneumoniae 
при моно-инфицировании данным патогеном и 
в ассоциациях. 

Для проведения количественного теста 
амплификацию ДНК, выделенную из исследу-
емых образцов мокроты, проводили одновре-
менно с амплификацией ДНК калибраторов – 
образцов с известной концентрацией ДНК-
мишени. По результатам амплификации ДНК-
калибраторов строили калибровочные линии, 
по которым определяли концентрацию ДНК-
мишени в исследуемых образцах. Калибрато-
ром стала плазмида pM16s. Концентрация 
pM16s в калибраторе I составила 1×102 ко-
пий/мл, в калибраторе II — 1×103 копий/мл, в 
калибраторе III — 1×104 копий/мл и в калибра-
торе IV — 1×105 копий/мл. 

Концентрацию ДНК Mycoplasma pneumo-
niae, выраженную в количестве копий в 1 мл 
мокроты (QДНК-М), рассчитывали по формуле: 

 

QДНК-М = Х х  
мэкстр

ДНКразв

VV

VV




 

x  k, 

 
где Х — концентрация ДНК, найденная по 

калибровочной зависимости порогового цикла 
флуоресценции Сt от концентрации калибра-
тора, соответствует копиям ДНК на 1 мл рас-
твора ДНК после экстракции; 

VДНК — объем раствора ДНК после экс-
тракции, мл; 

Vразв — объем смеси мокроты и муколизи-
на, мл; 

Vэкстр — объем смеси мокроты и муколи-
зина, взятой для экстракции ДНК, мл; 

Vм — объем мокроты, взятой для смеши-
вания с муколизином, мл; 

k — коэффициент, соответствующий эф-
фективности выделения ДНК Mycoplasma 
pneumoniae из мокроты с применением ЦТАБ. 

Для определения коэффициента k готови-
лись разведения суммарной ДНК Mycoplasma 
pneumoniaе (AmpliRun® Mycoplasma pneumo-
niae DNA Control, Vircell) и культуры Myco-
plasma pneumoniaе, которые в параллельных 
экспериментах добавлялись к образцам мокро-
ты после ее предварительной обработки реа-
гентом «Муколизин». Коэффициент k рассчи-
тывался как отношение концентрации ДНК 
Mycoplasma pneumoniaе, внесенной в образец 
мокроты до процесса экстракции методом на 
основе ЦТАБ, к концентрации ДНК Mycoplas-
ma pneumoniae, найденной по калибровочной 
кривой при проведении количественной ПЦР 
РВ. Коэффициент k составил 1,5. 

При использовании количественной ПЦР 
РВ для выявления ДНК Mycoplasma pneumoni-
ae были определены концентрации ДНК Myco-
plasma pneumoniae в мокроте в случае моно-
инфицирования данным микроорганизмом 
(1500–8000 копий на мл) и в ассоциациях 
(12000–55600 копий на мл). Было показано, 
что отличие концентраций ДНК Mycoplasma 
pneumoniae в ассоциациях от концентраций 
ДНК данным микроорганизмом при моно-
инфицировании статистически значимо по ре-
зультатам применения U-критерия Манна-
Уитни с уровнем значимости р = 0,05. 

Заключение 
1. В данном исследовании впервые выяв-

лена высокая доля ассоциаций хламидий и ми-
коплазм (23 %) среди всех случаев хламидий-
но-микоплазменного инфицирования респира-
торного тракта у детей с бронхитами и пнев-
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мониями. В структуре ассоциаций хламидий и 
микоплазм у детей до 2 лет выявлялись Сhlamyd-
ia trachomatis и Mycoplasma hominis, у детей 
старше 2 лет превалировала ассоциация Сhla-
mydia pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae. 

2. Идентификация ассоциаций Сhlamydia 
trachomatis, Сhlamydia pneumoniae, Mycoplas-
ma hominis, Mycoplasma pneumoniae при брон-
хитах и пневмониях у детей оптимизирована 
применением метода на основе ПЦР РВ с ис-
пользованием Chlamydiaceae-специфичных и 
Mycoplasma-специфичных праймеров. В ходе 
двух параллельных реакций происходит выяв-
ление ДНК возбудителей хламидийно-мико-
плазменной природы, этиологически значимых 
в формировании бронхитов и пневмоний у де-
тей различных возрастных групп. Разработан-
ный способ позволяет выявлять ассоциации 
Сhlamydia trachomatis, Сhlamydia pneumoniae, 
Mycoplasma hominis, Mycoplasma pneumoniae у 
детей с бронхитами и пневмониями, сокращая 
количество ПЦР реакций с 4 до 2 в каждой из 
возрастных групп: дети до 2 лет и дети старше 
2 лет. При этом используется меньшее количе-
ство реактивов и экономические затраты на 
проведение молекулярно-генетической диагно-
стики инфицирования респираторного тракта 
детей хламидиями и микоплазмами сокраща-
лись более, чем на 50 % в сравнении с исполь-
зованием коммерческих тест-систем (ООО 
НПФ «Литех» (Российская Федерация). 

3. Отличительной особенностью Myco-
plasma pneumoniae является ее основное уча-
стие в составе ассоциаций — 73 %, что пре-
вышает долю участия в смешанных ассоциа-
циях других хламидий и микоплазм: Сhlamydia 
pneumoniae выявлялась в 38 % ассоциаций, 
Сhlamydia trachomatis — в 27 % и Mycoplasma 
hominis — в 19 % ассоциаций. Концентрация 
ДНК Mycoplasma pneumoniae в ассоциациях 
при исследовании методом ПЦР РВ превыша-
ла 1×104 копии/мл мокроты, тогда как при мо-
но-инфицировании была менее 1×104 ко-
пии/мл, различия в концентрациях ДНК для 
случаев микст- и моно-инфекции были стати-
стически значимыми. 

4. Для дальнейшего изучения роли Myco-
plasma pneumonia в формировании бронхо-
легочной патологии представляет интерес ис-
следование патогенных свойств клинических 
изолятов Mycoplasma pneumonia, выделенных 
из биологического материала пациентов с ин-
фицированием Mycoplasma pneumonia в форме 
моно-инфекции и в ассоциациях с другими 
микроорганизмами, этиологически значимыми 
в формировании респираторных заболеваний. 
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ОСОБЕННОСТИ ТЕЧЕНИЯ И ИСХОДОВ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ, 

ДИАГНОСТИРОВАННОЙ НА СТАДИИ ВЫРАЖЕННОЙ ИММУНОСУПРЕССИИ 

Н. В. Матиевская 

Учреждение образования 
«Гродненский государственный медицинский университет» 

г. Гродно, Республика Беларусь 

Цель: представить особенности течения и исходов ВИЧ-инфекции, диагностированной на стадии вы-
раженной иммуносупрессии. 

Материалы и методы. 492 пациента, живущих с ВИЧ, исходя из первичного показателя CD4+T-
лимфоцитов были разделены на 2 группы: группа 1 — 220 пациентов (CD4+TЛ менее или равен 350 кл/мкл), 
группа 2 — 272 пациента (CD4+TЛ более 350 кл/мкл). Статистический анализ выполнялся с использованием 
пакета «Statistica», 10. 

Результаты. Среди пациентов 1-й группы было больше мужчин, чем во 2-й группе: 136 (61,8 %) и 125 
(46 %) (p < 0,001) соответственно; пациентов, находящихся на 3-й и 4-й клинических стадиях ВИЧ-
инфекции — 52,7 и 27,6 % (p < 0,05); пациентов на АРТ: 208 (94,5 %) и 148 (54,4 %) (p < 0,001) соответ-
ственно. Показатели Т-хелперов и ИРИ (иммунорегуляторный индекс) у пациентов группы 2 в динамике 
наблюдения сохранялись значительно более высокими по сравнению с аналогичными показателями пациен-
тов группы 1. Частота туберкулеза была выше в 1-й группе: 33 (15 %) и 15 (5,5 %) соответственно (p < 0,05). 
В 1-й группе умерли 23 (10,5 %) пациента, во 2-й — 9 (3,3 %) (p < 0,003). 

Заключение. ВИЧ-инфекция на стадии выраженной иммуносупрессии диагностирована у 220 пациен-
тов — 44,7 % (95 % ДИ: 40,4–49,1) случаев. Выраженная иммуносупрессия у пациентов с первично выяв-
ленным заболеванием ассоциировалась с наличием 3-й и 4-й клинических стадий ВИЧ-инфекции (OR — 2,9; 
95 % ДИ 2,0–4,3), более высокой частотой туберкулеза (OR — 3,02; 95 % ДИ: 1,6–5,7) и летальных исходов 
(OR — 3,4; 95 % ДИ 1,5–7,5), более медленным приростом Т-хелперов и ИРИ. 

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, поздняя диагностика, иммуносупрессия, летальность. 
 
Objective: to present the features of the course and outcomes of HIV infection diagnosed at the stage of pro-

nounced immunosuppression. 
Material and methods. Based on the primary CD4 + T-lymphocytes count, 492 patients living with HIV were 

divided into 2 groups: group 1 — 220 patients (CD4 + TL less than or equal to 350 cells/μl), group 2 — 272 patients 
(CD4 + TL more than 350 cells/µl). The statistical analysis was performed using the package «Statisticа» v.10. 

 

 

 


