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Цель занятия

Изучить особенности клинико-патологического течения микоплазмозов и оценить методики их лабораторной диагностики. Изучить биологические особенности возбудителей, склонных к мембранному паразитизму.

1. Основные вопросы

1. Таксономическое положение микоплазм..
2. Морфологическая характеристика.

3. Физиология и биохимические свойства.

4. Питательные среды и условия культивирования.

5. Антигенные свойства. 

6. Патогенез и эпидемиология.

7. Клиническая классификация микоплазмозов.

8. Микробиологическая диагностика. 

9. Профилактика и лечение.

2. Контрольные вопросы

1. Особенности смешанных инфекций, ассоциированных с микоплазмозами.

2. Респираторный микоплазмоз.

3. Урогенитальные микоплазмозы:

· у мужчин;

· у женщин;

· у новорожденных.
Основные теоретические положения

Введение

Микроорганизмы, названные впоследствии микоплазмами, были открыты Nocard и Roux (1898 г.), а несколько позже была описана их морфология. Dienes и Edsall (1937 г.) впервые выделили этот микроорганизм из абсцесса бартолиниевой железы, что и послужило началом исследования микоплазм в патологии урогенитального тракта человека.

Микоплазмы — мельчайшие свободно живущие прокариотические микроорганизмы. Как и вирусы проходят через фильтры. По уровню структурной организации микоплазмы могут быть размещены между бактериями и вирусами. В отличие от вирусов микоплазмы способны к самостоятельному воспроизводству. В отличие от других бактерий они лишены клеточной стенки и не синтезируют биохимических предшественников пептидогликана. В своём составе микоплазмы имеют ДНК и РНК, поэтому их относят к бактериям.

Заболевания человека, вызываемые микоплазмами, объединяют в группу микоплазмозов человека. Возбудители этой группы инфекций – микоплазмы являются самыми мелкими свободно живущими прокариотами. Они привлекают большое внимание исследователей по ряду причин:

·  ввиду своей уникальной организации, частой контаминацией культур клеток, вызывают заболевания растений, животных и человека, способны вызывать иммунодефицитное состояние.

Таксономия

Таксономия микоплазм (по: Razin, 1995, с дополнениями)

ДОМЕН EUBACTERIA
ОТДЕЛ TENERICUTES
КЛАСС MOLLICUTES – Микоплазмы

ПОРЯДОК I: 
MYCOPLASMATALES
СЕМЕЙСТВО MYCOPLASMATACEAE
РОД: Mycoplasma
РОД: Ureaplasma
ПОРЯДОК II: ENTOMOPLASMATALES
СЕМЕЙСТВО: ENTOMOPLASMATACEAE
РОД: Entomoplasma
РОД: Mesoplasma
СЕМЕЙСТВО: SPIROPLASMATACEAE
РОД: Spiroplasma
ПОРЯДОК III: 
ACHOLEPLASMATALES
СЕМЕЙСТВО ACHOLEPLASMATACEAE
РОД: Acholeplasma
ПОРЯДОК IV: 
ANAEROPLASMATALES
СЕМЕЙСТВО ANAEROPLASMATACEAE
РОД: Anaeroplasma
РОД: Asteroplasma
Неопределенный таксономический статус – «Candidatus»: Phytoplasma
102 вида (человек, высшие животные)

6 видов (человек, высшие животные)

5 видов (насекомые, растения)

12 видов (насекомые, растения)

33 вида (насекомые, растения)

13 видов (высшие животные, насекомые, растения)

4 вида (пищеварительный тракт коров и овец)

1 вид (пищеварительный тракт коров и овец)

Десятки видов (насекомые, растения)

Таксономия патогенных для человека видов микоплазм
Возбудители микоплазмозов относятся к отделу Tenericutes, классу Mollicutes (мягкокожие), порядку Mycoplasmatales, семейству Mycoplasmataceae. В данное семейство входит более 100 видов микоплазм (сапрофитов, патогенных и ус​ловно-патогенных). Патогенными для человека являются представители двух родов: 1) род Mycoplasma; виды: М. pneumoniae, М. hominis,  М. fermentans, М. genitalium и 2) род Ureaplasma; виды: U. Urealyticum, U. parvum.

Наиболее значимыми для патологии мочеполовой сферы человека являются 4 вида микоплазм из 2 родов: Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum, Mycoplasma hominis и Mycoplasma genitalium.

История открытия и изучения микоплазм

История изучения заболеваний, вызываемых микоплазмами, начинается с 1898г., в связи с попытками выяснения природы плевропневмонии крупного рогатого скота, когда E. Nocard и E. Roux в лаборатории Пастера открыли микроорганизмы, способные проходить через бактериальные фильтры и культивируемые только на богатых средах, содержащих сыворотку крови. Впоследствии эти микроорганизмы были названы микоплазмами. 

В 1944 г. Eaton установил, что интраназальная инокуляция мокроты людей, больных первичной атипичной пневмонией (ПАП), хлопковым крысам и хомячкам вызывает у животных развитие негнойных пневмоний. Возбудитель ПАП был назван агентом Итона и условно отнесен к вирусам. В 1961 г. Chanock удалось культивировать этот микроорганизм на бесклеточной среде. Инфекционный агент был назван Mycoplasma pneumoniae.

Начиная с 1937 г. микоплазмы выделяют из урогенитального тракта человека. Начало изучению роли микоплазм в патологии мочеполовой сферы было положено L.Diens, J.Edsall, которые впервые выделили микоплазм из абсцесса бартолиниевой железы. 

Впервые U. Urealyticum была выделена от мужчины, больного негонококковым уретритом (НГУ) в 1957 году Shepard. Однако ееэтиологическая роль в развитии НГУ была доказана только в 1979 году Taylor-Robinson и McCormack. Эти микроорганизмы вначале называли Т-штаммами, получившие такое название из-за малого размера колоний,  а позднее Т-микоплазмами, затем был образован новый род и в 1974г. они были отнесены к виду Ureaplasma urealyticum.

M. fermentans впервые была выделена из урогенитального тракта человека в начале 50-х годов и рассматривалась, как микроорганизм, встречающийся у человека крайне редко, а M. penetrans была выделена из мочи мужчин-гомосексуалистов в 1992 г. Loetal.

В 1935 г. Klienenberger выделил L-формы бактерий, в результате было сделано заключение, что L-формы и есть микоплазмы. Лишь в конце 60-х годов в результате первых попыток анализа структуры генома, связанных с определением состава ДНК, а также с результатами ДНК-гибридизации, была подтверждена ошибочность этих воззрений.

Первый крупномасштабный проект по прочтению всего генома M. capricolum был начат в 1990 г. в Гарвардской геномной лаборатории, однако выбор объекта оказался неудачным по причине сравнительно большого размера генома этой микоплазмы. Приблизительно в то же время в лаборатории молекулярной биологии Гейдельбергского университета под руководством R. Herrmann был секвенирован геном M. pneumoniae.

Анализ генома M. genitalium был представлен в статье журнала «Science» 11 августа 1995 года Fraseretal. Геном M. genitalium является самым малым среди микоплазм, и, таким образом, самым малым среди известных свободноживущих организмов. Вскоре была представлена полная нуклеотидная последовательность M. pneumoniae, а в начале 2001 г. – Ureaplasma urealyticum.

В 90-е годы прошлого века в результате успехов в изучении генома микоплазм было предложено пересмотреть их классификацию. Однако эти предложения были отвергнуты подкомитетом по таксономии класса Mollicutes. Основанием для такого решения послужил тот факт, что перемещение известных и активно изучаемых микоплазм в другие таксоны, могут породить хаос и проблемы идентификации микоплазм у медиков и ветеринаров. В эти годы были получены принципиально новые данные об ультраструктуре микоплазм, их клеточной мембране, метаболизме и строении их генома. Эти данные позволили осмыслить многие факты, полученные ранее о взаимодействии микоплазм с клетками иммунной системы, способности микоплазм к длительной персистенции. 

Для понимания патогенетических механизмов генитальных микоплазмозов необходимо рассмотреть все биологические свойства микоплазм.
Общие биологические свойства микоплазм

1) отсутствие клеточной стенки;

2) малые размеры клетки;

3) малые размеры генома;

4) плохо культивируются на питательных средах – прихотливы;

5) не обнаруживаются в световом микроскопе (из-за малых размеров);

6) являются мембранными паразитами (паразитируют на мембране клетки-хозяина);

7) наличие полисахаридной капсулы; 

8) спор не образуют;

9) жгутиков не имеют;

10) мезосомы отсутствуют;

11) прямой контакт мембраны микоплазм с мембраной клетки-хозяина => приводит к слиянию обеих ЦПМ и обмену компонентами между ними => паразитизм (вытягивают стеролы и другие компоненты из мембраны клетки-хозяина);

12) полиморфизм ввиду отсутствия клеточной стенки;

13) энергозависимы от клетки-хозяина;

14) набор сильных антигенов и наличие в мембране антигенов, перекрестно реагирующих с клетками хозяина;

15)   длительная персистенция в организме человека на мембранах клеток;  

16)   ауксотрофны по стеролам;
Морфологические свойства

Субмикроскопическое изучение микоплазм продемонстрировало их тонкое строение, характерное для прокариот.

Микоплазмы отличаются от других бактерий малыми размерами (проникают через бактериальные фильтры) и отсутствием ригидной клеточной стенки. В связи с неспособностью синтезировать предшественников пептидогликана (мураминовую и диаминопимелиновую кислоты) они окружены лишь тонкой трехслойной мембраной 7,5-10,0 нм и поэтому не чувствительны к бета-лактамным антибиотикам и другим агентам, угнетающим синтез клеточной стенки.

Ввиду отсутствия клеточной стенки микоплазмы пластичны (обладают выраженным полиморфизмом) (рис. 1). 
Встречаются шаровидные, вакуолизированные, нитевидные (нередко ветвящиеся), гранулярные (элементарные тельца) структуры. Несколько отличаются   М. pneumoniae и М. genitalium, которые имеют форму бутылки или груши (рис. 2).

Эти превращения являются следствием того, что цитокинез клеток отстает от репликации генома. В результате этого тяжи и коккоидные структуры оказываются мультинуклеоидны. Такое отсутствие хронизации разделения цитоплазмы с репликацией генома связано, очевидно, с тем, что аппарат деления микоплазм представлен наименьшим числом элементов, при котором в принципе возможно самостоятельное бинарное деление, характерное для большинства прокариот, включая и Mollicutes.
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Рис.1. Морфологические формы Mycoplasma hominis
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Рис. 2. Схематичное изображение микроколонии M.mobile на влажной поверхности твердой питательной среды

Структурная организация микоплазм достаточно проста. Все они представлены клетками, ограниченными только трехслойной цитоплазматической мембраной. В цитоплазме клеток имеются нуклеоид, диффузно распределенный в виде нитей ДНК, рибосомы. 

	Органеллы

	Имеются
	Отсутствуют

	1) ЦПМ

2) Нуклеоид

3) Рибосомы

4) Капсула
	1) Клеточная стенка

2) Мезосомы

3) Жгутики

4) Пили (реснички, фимбрии, ворсинки)

5) Споры


Микоплазмы лишены каких бы то ни было жгутиков – органоидов движения, однако для некоторых видов микоплазм (M. pneumoniae, M. gallisepticum) характерна так называемая скользящая подвижность. Клетки таких микоплазм имеют грушевидную или бутылеобразную форму со специфическим терминальным образованием. Эта форма определяет направление движения и участвует в процессах адсорбции микоплазм на клеточную поверхность. Так в клетках М. pneumoniaе были найдены микрофиламенты, которые образуют нерегулярную сеть, названную «примитивным цитоскелетом». 

Способ скользящего типа подвижности: адгезивные белковые молекулы перемещаются к дистальному концу. Молекулы, оказавшиеся на дистальном конце, доставляются обратно к лидирующему концу клетки. Лидирующим концом является узкая часть клетки, которым микоплазмы прикрепляются к поверхности субстрата, здесь расположен центр качания (при движении клетки покачиваются), здесь же развивается движущая сила, определяющая направление движения.

Способ «гусеничного типа подвижности (рис. 3): после прикрепления к твердой поверхности субстрата могут происходить конформационные изменения молекул поверхностного антигена (1). Эти изменения приводят к заякориванию антигена (2) на тубуле (3). Движение тубулы происходит в результате одновременного наращивания одного конца и диссоциации другого конца микротрубочек (тредмиллинг) и обеспечивает направленное движение антигена вдоль мембраны (4), и таким образом клетка перемещается. Терминальная структура (5) и «центр организации тубул» (6) образуют лидирующий конец клетки.
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Рис 3. Схема «гусеничного»» типа подвижности микоплазменной клетки.

Для некоторых видов микоплазм (М. pneumoniae, М. hominis и          U. urealyticum) описаны капсулы и капсулоподобные структуры. Капсулы можно наблюдать с помощью поликатионных красителей (рутениевый красный) при электронной микроскопии. Большинство описанных капсул состоят из углеводов и/или липидов. Капсулярные полисахариды способствуют персистенции бактерий, обладают антифагоцитарными свойствами. Капсулы микоплазм способствуют прикреплению этих микроорганизмов к клеткам эукариот, предотвращают неспецифическое отложение Ig G на поверхности бактерий. Кроме того, капсулы могут оказывать токсические эффекты на инфицированные клетки, способствовать образованию капиллярных тромбозов, поражению сосудов и отеку легких.

Но главными отличительными признаками микоплазм и уреаплазм являются отсутствие клеточной стенки и способность паразитировать (персистировать) на мембране клеток хозяина.
Цитоплазматическая мембрана

Мембрана микоплазм полифункциональна, она выполняет не только защитную и транспортную функции, но на ней локализованы рецепторные белки и поверхностные антигены. Проникновение микоплазм в клетку-хозяина также опосредовано слиянием мембран (см. приложение 3).

По структурной организации и биохимическому составу мембрана микоплазм схожа с мембраной эукариотических клеток. Представляет собой трёхслойную мембрану, общая толщина которой 10 нм, при этом внешний слой имеет большую толщину и текучесть, чем внутренний. Мембрана - подвижная система, находится в жидкокристаллическом состоянии и молекулы её способны перемещаться. 

Химический состав ЦПМ микоплазм. В основном это белки (примерно 60% от сухой массы микоплазменной ЦПМ) и липиды (все липиды составляют 25-35% сухой массы мембраны). Небольшое количество приходится на углеводы – 0,2-3,2%, причем некоторая их выявляемая часть может принадлежать примесям (нуклеиновым кислотам). Как пример можно рассмотреть химический состав плазматической мембраны Mycoplasma hominis, который заключается в содержании 57% белков, 41% липидов и 0,8% углеводов.

Схема 1.





Мембранные липиды

Мембранные липиды подразделяются на:

· Гликолипиды.

· Фосфолипиды.

· Нейтральные липиды.

Все они локализованы в плазматической мембране. Микоплазмы зависимы от внешнего источника жирных кислот ввиду неспособности синтеза этих соединений (любая экзогенная жирная кислота может быть включена в состав мембран микоплазм).

В отличие от других прокариот цитоплазматическая мембрана представителей класса Mollicutes содержит стерол (холестерин и прочие стеролы), который микоплазмы не могут синтезировать самостоятельно, а извлекают его из мембран клеток хозяина и включают в состав собственных мембран. При этом у представителей рода Mycoplasma холестерин может составлять до 40% от количества всех мембранных липидов. Он определяет текучесть и проницаемость мембраны, стабилизирует и придает ей эластичность, обусловливает проникновение и утилизацию жирных кислот. Содержание холестерина уменьшается по мере старения культуры. Стерины детоксифицируют жирные кислоты, способные вызывать гибель клетки, и служат субстратом для получения энергии. Содержание стеринов – важное свойство, отличающее микоплазм от других прокариот.
Схема 2





Мембранные белки

Мембранные белки имеют большое значение для микоплазм, лишенных пептидогликановой стенки. Среди них выделяют структурные белки и ферменты, группу белков-адгезинов и вариабельные белки-антигены. Они мозаично погружены в 2 липидных слоях, основной компонент которых – холестерин, являются идентичными белками цитоплазмы, состоят из 17 аминокислот и обладают латеральной подвижностью. 
Большая часть белков относится к липопротеинам, которые более многочисленны и разнообразны чем у других бактерий. Мембранные липопротеины микоплазм являются доминирующими антигенами, высоковариабельны в пределах популяции клеток одного штамма. Гликопротеины мембран также участвуют в формировании иммунодоминантных поверхностных антигенов. Они опосредуют прикрепление микоплазм к эпителиальным клеткам человека.

Отсутствие клеточной стенки способствуют интимному контакту цитоплазматической мембраны микоплазм с мембраной клеток хозяина, который может приводить к слиянию обеих мембран или обмену компонентами между ними. Именно это свойство плазматической мембраны связывают с патогенностью микоплазм: микоплазмы - мембранные паразиты.
Геном микоплазм

Нуклеоид микоплазм, как у всех прокариот – представлен молекулой ДНК.

Основным достижением микоплазмологии последних лет является расшифровка полной нуклеотидной последовательности ряда микоплазм, включая те, которые играют роль в патологии человека. Микоплазмы обладают самым маленьким размером генома среди прокариот: 500-1000 МД (1/16 генома E. coli, 1/10 - риккетсий).

В связи с этим микоплазмы имеют целый ряд особенностей:

· Очень малые размеры (100-450 нм), ввиду чего многие микоплазмы могут проходить (фильтроваться) через бактериальные фильтры.

· Наличие минимальных количеств органелл (ЦПМ, нуклеоид, рибосомы).

· Отсутствие многих биосинтетических процессов, имеющихся у других бактерий.

· Малые размеры колоний, образующихся на плотных питательных средах (0,1-0,6 мм).

· Нечувствительность к антибиотикам и другим антигенам, угнетающим синтез клеточной стенки (из-за ее отсутствия).

· Полиморфизм.

· Высокая осмотическая чувствительность.

· У большинства микоплазм низкое суммарное содержание Г+Ц в ДНК от 23- 35 мол % у некоторых видов, до 39-46 мол % у других. 

Физиология микоплазм

До настоящего времени нет четких данных о способах получения энергии в клетках микоплазм.

Размножение микоплазм:

· Бинарное поперечное деление шаровидных и нитевидных клеток, подобно большинству бактерий.

· Почкование - высвобождается множество элементарных телец, образующихся в нитях.

· Сегментация.

Репродукция U. urealyticum также может происходить путем образования перетяжки.

Биохимические свойства

Принципы выделения и идентификации микоплазм основаны на их способности гидролизовать (разлагать) те или иные вещества (см. приложение 2).

Микоплазмы не способны к биосинтезу жирных кислот, а также аминокислот, пуринов и пиримидинов denovo. Они все имеют «усеченные» дыхательные пути, у них отсутствует полный цикл трикарбоновых кислот, хиноны и цитохромы.

In vivo микоплазмы с помощью нуклеаз, протеаз и транспортных систем способны извлекать необходимые соединения из клеток высших эукариот.

По особенностям углеводородного обмена микоплазмы разделяют на «ферментирующие» и «неферментирующие». Представители ферментирующей группы продуцируют кислоты из углеводородов, понижая pH ростовой среды.

Микоплазмы не способны к биосинтезу пуринов и пиримидинов denovo, а зависят от экзогенного поступления предшественников нуклеиновых кислот. Поэтому гуанин, гуанозин, урацил, тимин, тимидин, цитидин, аденин и аденозин являются необходимыми компонентами питательных сред.

Особый интерес в отношении энергообразования представляют уреаплазмы. В клетках этих микроорганизмов ни гликолиз, ни аргининдигидролазный, ни ацетаткиназные пути не обнаружены. 

U. urealyticum, U. parvum. Их уникальным свойством является наличие мощной системы уреаз. Они разлагают мочевину на углекислый газ и аммиак. Уреаплазмы проявляют инертность к сахарам, секретируют фосфолипазы, а также протеазы, оказывающие определенное действие на молекулы Ig A. Установлено, что рост уреаплазм подавляется ацетатом таллия, к которому не чувствительны другие микоплазмы, тогда как к линкомицину, оказывающему ингибирующее действие на микоплазмы, уреаплазмы резистентны.

М. pneumoniae обладают способностью ферментировать глюкозу, мальтозу, маннозу, фруктозу, крахмал и гликоген с образованием кислоты без газа.

M. hominis разлагает аргинин, не гидролизует глюкозу, слабо взаимодействует с метиловым синим, а также не обладает фосфатазной, липазной и уреазной активностью и не вызывает редукцию тетразолия, гемолиза и агглютинации эритроцитов (Никонова Н.А., 1989).

M. genitalium разлагает глюкозу и не разлагает аргинин и мочевину, чувствительна к ацетату таллия.

M. fermentans ферментирует глюкозу и гидролизует аргинин.

Культуральные свойства микоплазм
Ограниченные метаболические возможности микоплазм определяют их значительную зависимость от состава питательной среды.

Микоплазмы крайне требовательны к условиям культивирования. Многие микоплазмы даже при использовании самых богатых питательных сред растут плохо и медленно, не растут на простых питательных средах.

Выращивание микоплазм на бесклеточных средах часто приводит к потере ряда свойств этих микроорганизмов, в том числе подвижности и патогенности. Поэтому бессывороточные среды предложены пока только для М. mycoides.

Неспособность роста на обычных питательных средах, требует применения плотных и жидких сред сложного состава.

Питательные среды для культивирования микоплазм

Микоплазмы можно культивировать на жидких, полужидких (0,3% агар) и плотных (1,3% агар) питательных средах. Некоторые виды микоплазм (М. pneumoniae, М. genitalium) можно также выращивать на стекле и пластике в виде монослоя, как культуру клеток.

Подходящей основой для сложных питательных сред обычно служит бульон из триптического перевара сердец крупного рогатого скота. Представителями родов Mycoplasma и Ureaplasma для роста необходимы стеролы и жирные кислоты, являющиеся важными компонентами их цитоплазматической мембраны, поэтому в питательных средах используется нативная сыворотка крови (лошадей, кроликов или КРС), которая является не только источником этих метаболитов, но и содержит белки, способные связывать токсичные для микоплазм компоненты. Дрожжевой экстракт в питательные среды добавляют для ускорения роста. В среде также присутствуют ДНК или её предшественники (пурины и пиримидины), т.к. молликуты неспособны к их синтезу. В качестве добавочного источника энергии в питательные среды вводят соответствующий субстрат - глюкозу или аргинин (мочевину для уреаплазм), а для предотвращения сопутствующей микрофлоры включают пенициллин или его производные, а также ацетат таллия, подавляющий рост большинства бактерий, но никак не действующий на микоплазмы (за исключением уреаплазм, рост которых ацетат таллия ингибирует).

Большинству микоплазм для роста помимо стеринов необходимы жирные кислоты, нативный белок (сыворотка), углеводы, витамины и различные соли. Жизненно важным питательным веществом для U. urealyticum и U. parvum также является мочевина.

Среда Д. Эдварда. Наиболее эффективной и популярной является среда Д. Эдварда и ее модификации. Состав среды: инфузат мышцы сердца крупного рогатого скота, лошадиная сыворотка, свежий дрожжевой экстракт, ДНК тимуса теленка, бензилпенициллин, дистиллированная вода. К среде в качестве добавочного источника энергии для «ферментирующих» микоплазм добавляют глюкозу, а для большинства «неферментирующих» - аргинин.

Среда Хайфлика. Является модифицированной. Среда пригодна для культивирования большинства видов микоплазм. Состав среды: настой говяжьего сердца, дистиллированная вода, сыворотка крови лошади, свежий 25% экстракт дрожжей, таллия ацетат (1% раствор), пенициллин; pH 7,7.

Среда SР - 4 – для выделения и культивирования М. pneumoniae, M. genitalium, M. fermentans. Состав среды: 25% свежий дрожжевой экстракт, сыворотка эмбриона коровы, 50% раствор глюкозы, трипсины, пептоны,  пенициллин, дистиллированная вода. Индикатор - 0,5% раствор фенолового красного. Эта среда, исходно предложенная для культивирования спироплазм, оказалась пригодной бесклеточной средой для культивирования M. рneumoniae.

При выделении микоплазм из клинического материала необходимо засеять анализируемые пробы (0,1 мл) в транспортную среду (1 мл) - среду той же прописи, что и для культивирования, но без источников энергии (глюкозы, аргинина и мочевины) и с большим количеством антибиотиков для подавления сопутствующей микрофлоры: пенициллина (1000 ед./мл) и любого антибиотика, подавляющего рост грибов. Посевы выдерживают   30 мин при комнатной температуре, затем переносят в среду культивирования (0,1 мл на 1 мл среды) и помещают в термостат (37°С) на 3 дня (для выделения U. urealyticum и U. parvum), 7 дней (для М. hominis) и 3 недели (для М. pneumoniae).

 О росте в бульоне судят по изменению цвета среды: U. urealyticum, U. parvum и М. hominis изменяют цвет среды из красного в красно-фиолетовый, при этом в случае U. urealyticum среда остается прозрачной, а М. hominis дает легкую опалесценцию. М. pneumoniae, М. genitalium изменяют цвет среды из красного в желтый. Для того чтобы убедиться, что изменение цвета среды связано с ростом микоплазм (уреаплазм) необходимо сделать высев из бульона на агар, приготовленный на той же основе и спустя указанные выше отрезки времени просматривать чашки при малом увеличении микроскопа.



Условия культивирования микоплазм:
· Микоплазмы выращивают в аэробных условиях и при повышенной влажности. Иногда применяют газовую смесь: 5% С02 и 95% N2.

· Оптимальная pH среды: 7,0-7,6 (для микоплазм), 6,0-6,5 (для уреаплазм).

· Температурный оптимум роста: 36-37°С .

· Сроки культивирования: несколько суток. Микоплазмы отличаются медленным ростом, даже при использовании самых богатых питательных сред.  Выделение М. pneumoniaе и М. genitalium требует от 14 дней и более, М. hominis можно выявить на 5-7 сутки. Быстрый рост в оптимальных условиях отмечается только у U. urealyticum - уже через 16-18 часов.

· pH среды генитального тракта составляет в норме 3,8-4,4 неблагоприятен для роста уреаплазм, тогда как нейтральные значения рН, возникающие при нарушении нормального состава микрофлоры, как раз способствуют размножению этих микроорганизмов.

Результат роста

Рост в жидких средах. Не сопровождается помутнением. В ряде случаев микоплазмы дают незначительную опалесценцию или образуют тончайшую жирную пленку на поверхности среды.

При посеве исследуемого биоматериала, содержащий U. urealyticum   или U. parvum, в жидкие питательные среды динамика изменения цвета индикатора зависит от титра микроорганизмов в исходном материале. При титре уреаплазм ≤ 103 ЦИЕ/мл через 24 часа наблюдается незначительное частичное (только на дне пробирки) изменение цвета питательной среды с мочевиной с желтого на малиновый, а через 48 часов отмечается значительное полное покраснение всей питательной среды. При титре уреаплазм ≥104 ЦИЕ/мл покраснение среды наблюдается уже через 8-24 часа (схема 3).

При наличии в исследуемом материале Mycoplasma hominis в титре ≤ 103 ЦИЕ/мл покраснение среды, как правило, наблюдается только на 3-5 сутки. Изменение цвета индикатора уже через 24-48 часов указывает на титр Mycoplasma hominis ≥104 ЦИЕ/мл.

Схема 3. Полуколичественный метод оценки роста уреаплазм.

	«роста нет»
	

	

	Титр ≤103 ЦИЕ/мл

Титр ≥104 ЦИЕ/мл
	


	

	Время инкубации
	24 часа
	48 часов


Рост на полужидких питательных средах (рис. 4). На 3-4 сутки инкубации формируются (чаще по уколу) дисперсные колонии, имеющие вид белых полупрозрачных комочков или крошек.
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Рис 4. Колонии M. hominis в пробирке на полужидкой

среде Эдвардса (с 0,3% агара)

Рост на плотных питательных средах. На плотных средах микоплазмы растут очень медленно, образуя колонии (рис. 5).
Размер колоний микоплазм: очень мелкие, достигающие в диаметре 0,1-1,2 мм, встречаются и меньшего размера - 0,01 мм, редко большего - до 4,0 мм. U. parvum и U. urealyticum отличаются особенно малым размером колоний (от 10 мкм до 100 мкм в диаметре).

Прозрачность колоний: центральная часть мутная, периферическая зона полупросвечивающаяся.
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Рис 5. Колонии M. hominis на поверхности твердой среды Эдвардса (с 1,5% агара)

Форма колоний – вид «яичницы-глазуньи».

Процесс формирования колоний: в связи с малыми размерами и отсутствием ригидной клеточной стенки, микоплазмы способны проникать с поверхности плотной питательной среды и размножаться внутри ее - в промежутках между нитями агара (рис. 6). При нанесении капли материала, содержащего микоплазмы, она проникает через имеющуюся на поверхности агара водную пленку и адсорбируется агаром, образуя небольшое уплотнение между его нитями. В результате размножения микоплазм, приблизительно через 18 часов, внутри сплетённых нитей агара формируется маленькая сферическая колония под поверхностью агара; она растёт, и через 24-48 часов инкубации достигает поверхностной водной плёнки, в результате чего образуются две зоны роста - мутный гранулярный центр, врастающий в среду и периферическая ажурная просвечивающая зона - вид «яичницы-глазуньи».
Тип колоний: S-тип –край колонии ровный,  не изрезанный. 
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Puc. 110. ®opmupoBaHHE KONOHMK MUKOMNA3MBI HA MOTHOR cpene (Tpoxapuotst. 1981, 7. 1T):

A. BeptukanbHelit cpe3 arapa iiepeg 1OCeBOM (a — IL€HKa BOAbL, 6 — HUTH arapa).
B. Kanns, copepaiuasn )u3necnocoBHbie MHKONNa3Mbl, HaHecena Ha IOBEPXHOCTD arapa.
B. Yepea 15 muH nocne nocesa Kars aacopGHpoBaHa arapoM.
T. lpubnvautensio yepe3 3-6 v nocite nocesa. YXu3HecniocobHas vacTiila NPOHMKAA B arap.
A. Mpu6nuautensHo yepe3 18 4 nocae nocesa. Manenbkan cdepuaeckas KonoHus cpopmMuposanacs Hinke
NOBEPXHOCTH arapa.
E. Mpubnusurentno vepes 24 1 nocse nocesa. KoNoOHUA 10CTHENA HOBEPXHOCTH arapa.
XK. MpuGnusntensno vepes 24-48 u nocne nocesd. KonoHus 0CTUMNA (80GoAHO# BOAHO# NneHKy, 0Bpasys
uepmbcpuqeckylo 30HY ([‘ — HeHTpanLHas 30Ha. B - nepud)epu‘!ecxaﬁ 3043 KOJI()HIIH)




Рис. 6. Формирование колоний микоплазм на плотной среде

А - вертикальный срез агара перед посевом (а-пленка воды, б-нити агара).

Б - капля, содержащая жизнеспособные микоплазмы, нанесена на поверхность агара.

В - капля адсорбирована агаром.

Г - жизнеспособная частица проникла в агар.

Д - маленькая сферическая колония сформировалась ниже поверхности агара.

Е - колония достигла поверхности агара.

Ж - колония достигла свободной водной пленки, образуя периферическую зону (г - центральная зона, в - периферическая зона).

· При микроскопии колонии М. pneumoniae имеют округлую форму с ровными краями, зернистую структуру и вросший в агар центр (рис 7).

· Колонии M. hominis на плотных питательных средах представлены в виде "яичницы-глазуньи” (на поверхности располагаются крупные, часто вакуолизированные клетки, в глубине - мелкие оптически плотные микроорганизмы).

· Колонии M. genitalium образуют «яичницу-глазунью» лишь в атмосфере азота с добавлением 5% углекислого газа. 

· Колонии U. urealyticumи U. parvum в большинстве случаев имеют кольцевидную форму (во внутренней части кольца наблюдается лизис микроорганизмов).
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Рис. 7. Колонии M. pneumoniae на поверхности твердой среды Эдварда.

За ростом микоплазм можно следить по изменениям pH среды, ее оптической плотности, а также интенсивности биосинтеза ДНК.

Рост может не наблюдаться на питательной среде в результате отсутствия оптимальных условий, а не из-за отсутствия в среде микоплазм.

На богатых средах, которые используются для выращивания микоплазм, способны быстро размножаться и другие микроорганизмы, случайно попавшие в среду. В связи с этим в среды включают бактериостатики - пенициллин и или его производные и ацетат таллия, токсичный для большинства бактерий, но не микоплазм (за исключением U. urealyticum и U. parvum).

Некультивируемые штаммы микоплазм очень чувствительны по отношению к ингибиторам, присутствующих в сложных средах, главным образом к компонентам пептона и дрожжевого экстракта. Для их выделения, идентификации и изучения используют вспомогательные клеточные линии, т.е. совместное культивирование микоплазм с эукариотическими клетками.

Антигенные свойства микоплазм
Антигены микоплазм представлены мембранными белками (липопротеинами, являющимися доминирующими антигенами, а также гликопротеинами), липидами (фосфо- и гликолипидами). Наиболее иммуногенны поверхностные антигены, включающие углеводы в составе сложных комплексов.

Микоплазмам свойственна высокая антигенная гетерогенность различных видов микоплазм, а также существование антигенных различий между штаммами одного вида.

Антигенное многообразие близких штаммов микоплазм свидетельствует о высокой скорости фенотипической изменчивости и пластичности этих микроорганизмов (фенотипическая пластичность - способность одного генотипа изменять, обеспечивать альтернативные варианты морфологии, физиологических состояний или поведения в ответ на изменяющиеся условия окружающей среды). 

В отсутствии клеточной стенки такие антигенные варианты непосредственно экспонированы на поверхности микоплазменной клетки. Большая часть этих антигенов являются доминантными иммуногенами. Генетически опосредованная вариабельность поверхностных антигенов обеспечивает микоплазмам способность преодолевать иммунный контроль, в том числе избегать атаки со стороны антител. Генетическая основа и биохимическая структура вариабельных антигенов микоплазм аналогичны молекулярной организации иммуноглобулинов человека и животных.

Микоплазмы могут иметь антигены, общие с антигенами мембран клеток-хозяев (они включают их в свою структуру в результате длительной персистенции на мембранах клетки-хозяина), что может привести к развитию аутоиммунной патологии.

Резистентность

Из-за отсутствия клеточной стенки микоплазмы более чувствительны, чем дру​гие бактерии, к воздействию механических, физических и химических факторов (УФ облучению, действию прямых солнечных лучей, рентгеновскому облучению, изменению рН среды, к действию высокой температуры, высушиванию). При нагревании до 50 °С погибают в течение 10-15 минут, очень чувствительны к обычным химическим дезинфектантам.

Иммунологические механизмы патогенеза микоплазмоза

Для всех микоплазм характерно длительное, часто пожизненное сохранение в организме хозяина (персистенция), способность преодолевать иммунный контроль и, таким образом, не вызывать повреждений тканей, связанных с иммунореактивностью макроорганизма. Микоплазмы являются «идеальными» паразитами, они персистируют на мембранах клеток эукариот, как правило, не убивают пораженные клетки, наоборот, их метаболизм может активироваться.

Однако при некоторых условиях микоплазмы могут переходить к массовому размножению и вызывать патологические процессы в организме хозяина, главным образом при ослаблении его иммунного статуса. В инфицированном организме микоплазмы, как и другие агенты образуют возникновение специфического иммунного ответа и активацию неспецифической резистентности.

Биологические свойства микоплазм, определяющие особенности иммунного ответа при инфекциях:

1)  рекордно малые размеры генома и, как следствие, ограниченность биохимических возможностей;

2)  отсутствие клеточной стенки, но наличие мембраны, структурная организация которой подобна таковой эукариотической клетки хозяина;

3)  высокий уровень генетической изменчивости (вариабельности), следствием которой является выраженная фенотипическая изменчивость (пластичность) микоплазм, обеспечивающая как преодоление иммунного контроля для «мимикрирующей» части популяции, так и появление мутантов, в отношении которых иммунная система хозяина не проявляет толерантности.

Гуморальные факторы неспецифической резистентности.

Система комплемента

Микоплазмы чувствительны к комплементу при активации его по классическому и альтернативному пути. В результате активации комплемента комплексом антиген-антитело (классический путь) наблюдается разрушение клеток, сопровождающееся образованием отверстий, и снижение жизнеспособности на 90-99%. В реакции ингибирования метаболизма микоплазм участвуют 2 популяции антител, одна из которых требует активации комплемента по альтернативному пути, другая в комплементе не нуждается. Структура мембраны микоплазм, активирующая систему комплемента по альтернативному пути неизвестна.

Но не все виды микоплазм активируют комплемент. Так М. pneumoniae, M. hominis, M. fermentas чувствительны к комплементу, М. salivarium менее чувствительна, M. orale устойчива. Это связано с отсутствием  активирующих комплемент клеточных структур, с их экранированием другими компонентами мембран или наличием ингибиторов альтернативного пути активации комплемента.

Результат влияния комплемента на микоплазмы:

1. Гибель микоплазм.

2. Продукция медиаторов воспаления.

3. Гиперчувствительность замедленного типа (ГЗТ).

Фагоцитоз

Микоплазмы в большинстве случаев не фагоцитируются, либо фагоцитоз оказывается не эффективным. В первую очередь это происходит в результате механической защиты микоплазм от фагоцитоза: характер морфологии микоплазм как мембранных паразитов обеспечивает возможность их проникновения в крипты плазматических мембран инфицируемых клеток. Недостаток комплемента или антител так же может стать следствием неэффективности фагоцитоза.

Одним из механизмов иммунной супрессии при микоплазмозах является прямое воздействие микоплазм на иммунные клетки -  в первую очередь на мононуклеарные фагоциты и лимфоциты. Микоплазмы обладают цитотоксичностью в отношении лимфоцитов и макрофагов, которые нейтрализуются специфическими противомикоплазменными сыворотками.

В механизмах фагоцитоза определяющую роль играют антитела, которые специфически связываются с Fc-рецепторами мембраны лейкоцитов. Поскольку на их мембране имеются так же рецепторы к СЗ компоненту комплемента, клетки микоплазм, соединенные с антителами и комплементом присоединяются к рецепторам лейкоцитов и подвергаются фагоцитозу. В отсутствие иммунной сыворотки могут длительно персистировать в нейтрофилах.

Отсутствие фагоцитоза или незавершенный фагоцитоз обусловлены:

а)
наличием полисахаридной капсулы;

б)
отсутствием клеточной стенки с набором сильных антигенов;

в)
малым размером клеток;

г)
наличием в мембране микоплазм антигенов, перекрестно-реагирующих с тканями хозяина.

Механизм возникновения специфического иммунного ответа
Механизм воздействия микоплазм на иммунную систему является опосредованная индукция цитокинов. Цитокины являются основными медиаторами межклеточного взаимодействия и вырабатываются различными иммунокомпетентными клетками при контакте с различными антигенами и митогенами.

Микоплазмы (и их компоненты) индуцируют ряд цитокинов:
1. Интерлейкин 6 (IL-6).

2. Интерлейкин 10 (IL-10).

3. Интерлейкин 13 (IL-13).

4. γ-интерфероны.

5. α и β-интерфероны (в меньшей степени).

6. Колониестимулирущий фактор (КСФ).

7. Фактор некроза опухолей (ФНО).

При инфицировании М. рeumoniae у человека возникает поликлональная стимуляция В-лимфоцитов, вследствие чего происходит синтез антител к множеству случайных детерминант.

Взаимодействие микоплазм с лимфоцитами (адсорбция микоплазм на лимфоцитах). Этапы взаимодействия:

1) Начальный этап: микоплазмы равномерно распределяются по всей поверхности клетки.

2) Вследствие подвижности поверхностных клеточных рецепторов они сосредоточиваются на полярных зонах лимфоцитов, образуя так называемую шапку (cap). Это явление получило название «кэппинг». Явление кэппинга не связано с размножением микоплазм на мембране клеток.

3) Через несколько часов после кэппинга происходит бласттранформация лимфоцитов.

Активация В-лимфоцитов приводит не только к образованию бластов, но и вызывает их дальнейшую дифференцировку до плазматической клетки, продуцирующих антитела.

В отличие от обычных антигенов, которые вызывают выработку антител только после взаимодействия с антигенпрезентирующими клетками, в данном случае процесса предварительной обработки антигена не происходит и они активируют Т-лимфоциты и непосредственно связываются с молекулами главного комплекса гистосовместимости. Такие антигены называются суперантигены. Суперантигены выявлены только у M. artridis.

Таким образом, в результате клеточного иммунитета микоплазмы должны были бы легко элиминироваться из организма, но этого не происходит, т.к. в результате наступает компромисс и микоплазмы бессимптомно персистируют, либо возникают иммунопатологические реакции с развитием иммунодефицита или с развитием аутоиммунных реакций.

Установлено, что добавление в культуральную среду антител приводит к структурным перестройкам нуклеотидных последовательностей генов, кодирующих поверхностные эпитопы. Это приводит к снижению степени сродства соответствующих антител к антигенам микоплазм. С другой стороны, именно увеличение частоты этих перестроек может привести у части людей к срыву толерантности иммунной системы к собственным тканям и развитию болезни. 

Уточнение этих механизмов играет важную роль для профилактики, лечения микоплазменных инфекций, а также выявления групп риска развития микоплазмозов.

Механизм воздействия микоплазм на клетки хозяина

Патогенные микоплазмы адсорбируются на мембранах клеток хозяина. Причем прикрепление не механическое, а связано с патогенными потенциями, в частности опосредовано их рецепторами. Происходит интимный контакт их ЦПМ с мембраной клеток хозяев (результат отсутствия клеточной стенки), что приводит к слиянию обеих мембран и обмену компонентами между ними. В результате этого микоплазмы прикрепляются к мембране клетки хозяина таким образом, что выделительные системы не в состоянии «вывести» паразитов.

При этом микоплазмы могут вызывать хромосомные абберации в инфицированных клетках. Эти нарушения связаны:

· с конкурентным уничтожением предшественников нуклеиновых кислот и аминокислот;

· с воздействием на метаболические пути их биосинтеза.

Хроматидные абберации обнаруживаются в локусах короткого плеча шестой хромосомы, которые связаны с генами системы HLA (гены тканевой совместимости). Специфичность аббераций, индуцированных микоплазмами на коротком плече шестой хромосомы человека определяет персистенцию этих микроорганизмов у человека, так как они могут вызвать дисфункцию иммунокомплексных клеток и, как следствие этого, толерантность организма к микоплазмам.
Таким образом, микоплазмы способны вызывать аутоиммунные реакции, но механизмы этого явления ещё недостаточно ясны. Известно, что М. hominis и U. urealyticum выявляются и длительно персистируют у здоровых людей и лишь в части случаев вызывают болезнь. Для М. hominis  длительная персистенция может быть связана с высокой частотой перестройки их поверхностных детерминант.

Особенности микоплазменных инфекций

Распространенность микоплазм достаточно велика и, по дан​ным многих авторов, варьирует в широких пределах при тех или иных патологиях урогенитального тракта, кроме того микоплазменная инфекция обладает широким спектром клинических проявлений: бессимптомных, латентно протекающих, тяжелых манифестных форм.

Нейтральные или иногда даже взаимовыгодные взаимодействия микоплазм с организмом хозяина могут становиться антагонистическими при смене хозяина или при изменении условий его обитания. В этой связи микоплазменные инфекции относят к оппортунистическим инфекциям, которые по своей природе являются хроническими, или персистирующими – длительными, упорными.

Выделение инфекционного агента от клинически здоровых лиц, а также наличие субклинического течения микоплазмоза послужило основанием считать микоплазмы условно-патогенными микробами.

Но такое носительство представляет опасность с точки зрения длительного воздействия персистирующего агента на репродуктивные органы, а также в виду повышения вирулентности штаммов при неблагоприятных условиях для организма-хозяина.

Эпидемиология

Источником инфекции является больной человек, а также микоплазмовыделители, перенесшие болезнь в бессимптомной форме. Заражение происходит воздушно-капельным путем при заболеваниях верхних дыхательных путей, и половым при урогенитальных поражениях. Возможна передача инфекции от инфицированной матери плоду.

Микоплазмы проникают в организм человека через слизистые верхних дыхательных путей или мочеполовых органов. У части больных микоплазмы размножаются на месте внедрения и не вызывают патологических изменений, что расценивается как носительство. С током крови микоплазмы могут попадать в костный мозг, лимфатические узлы, легкие, мозговые оболочки, ткань мозга.

Факторы патогенности

Важнейшими факторами патогенности являются:

1) Адгезины (мембранный паразитизм).

2) Гемолизины (М. pneumoniae) – по химической природе являются перекисью водорода.

3) Ферменты патогенности: фосфолипаза А, эндопептидазы (M. hominis), расщепляющие молекулы IgA на интактные мономерные комплексы.

4) Слияние мембраны микоплазм ввиду отсутствия клеточной стенки с мембраной клетки хозяина и обмен компонентов между ними (мембранный паразитизм микоплазм).

5) Капсула.

Токсины микоплазмы не образуют.

Плотный контакт обеспечивается за счет липопротеиновых структур. При этом липидные компоненты мембран диффундируют в мембрану клетки, а холестерин клетки-хозяина поступает в мембрану микоплазм. Заканчивается этот процесс либо откреплением микоплазм от клетки, либо поглощением их клеткой вследствие фагоцитоза. 

Возбудители микоплазмозов также способны стимулировать пролиферацию окружающих их клеток макроорганизма. Это обстоятельство повышает чувствительность клеток к вирусам, так как вирусы интенсивно размножаются именно в делящихся клетках. В этом контексте велико значение микоплазм в развитии СПИДа.

Таким образом, микоплазменные инфекции являются ко-факторами различных заболеваний: СПИДа, опухолевых процессов, артритов, а также некоторых комплексных синдромов неясной этиологии: синдрома хронической усталости, болезни Крона и др.
Таким образом, микоплазменные инфекции имеют следующие характерные черты:

1. По клинико-морфологическим признакам сходны с заболеваниями, вызываемыми другими микроорганизмами.
2. Могут протекать остро, но чаще имеют хроническое рецидивирующее течение.
3. Развитие микоплазмозов в значительной степени определяется чувствительностью хозяина к инфекции.
4. Характер патологического процесса зависит от входных ворот инфекции.
5. Часто сопровождаются различными иммунопатологическими реакциями, которые осложняют и во многом определяют течение инфекции. Больные с дефектами иммунной системы особенно чувствительны к микоплазменным инфекциям.
6. Микоплазмы могут вызывать локальную инфекцию и не проникать в подлежащие ткани. Однако тканевый тропизм легко преодолевается, часто наблюдается диссеминация возбудителя в тканях и органах.
7. Характерна длительная персистенция возбудителя в инфицированном организме.
Клинические проявления

Микоплазмозы подразделяются на респираторные, мочеполовые, а также связанные со сложными воспалительными процессами внутренних органов и с лейкозами. Они относятся к группе инфекционных процессов, при которых один и тот же возбудитель вызывает заболевание с широким диапазоном клинических проявлений и подчас различной локализации.

Инфекционные процессы, вызываемые микоплазмами могут быть:

I. По локализации:

· очаговые;

· генерализованные – (при M. pneumoniae инфекции).

II. По клиническим проявлениям:

· скрытые;

· бессимптомные.

Для этой инфекции характерны рецидивы – микоплазмозы являются персистирующими (упорными), хроническими инфекциями.
Смешанные микоплазменные инфекции (микст-инфекции)
Микоплазменные инфекции часто входят в состав смешанных инфекций. Заболевания, обусловленные смешанной инфекцией клинически протекают тяжелее, на их фоне чаще возникают различные осложнения, но это не всегда так, например, М. рneumoniae + РС-вирус не ведет к утяжелению клинической картины заболевания.

Частота смешанных инфекций зависит от возраста, сопутствующих заболеваний, эпидемической ситуации, биологических свойств циркулирующих возбудителей и многих других причин.

При смешанных инфекциях одни возбудители могут создавать благоприятные условия для проникновения, персистенции и размножения других микроорганизмов. Так установлена связь между гонококковой инфекцией и индуцированностью микоплазмами и уреаплазмами.

Основными возбудителями негонококковых заболеваний гениталий являются хламидии, микоплазмы (M. hominis, M. genitalium) уреаплазмы (U. urealyticum, U. parvum) и трихомонады и их ассоциации. Тяжесть заболевания зависит в определенной степени от одновременности и последовательности инфицирования больного человека. Таким образом, при одновременном инфицировании двумя агентами форма заболевания бывает легкой или средней тяжести, а при последующем развитии двух инфекций изменения в урогенитальном тракте более выражены.

При смешанных инфекциях гениталий клиника характеризуется отсутствием отчетливой специфичности и клинически бывает очень трудно распознать смешанные инфекции без результатов лабораторных исследований. Лабораторная диагностика основана на выделении возбудителя и результатах серологических реакций, серологических сдвигов, т.е. прироста антител к данному возбудителю.

Смешанная инфекция является качественно новой формой инфекции, а не суммацией составляющих её моноинфекций, что зависит от количественного соотношения патогенных микроорганизмов, от взаимоотношений между отдельными агентами и от их активации некоторых из них в присутствии других.

Проблема смешанных микоплазменных инфекций нуждается в дальнейшем изучении. Особенно важно изучение иммунологических механизмов микст-инфекций, т.к. они во многом определяют течение и исход инфекционной болезни.

Трудности изучения смешанных инфекций:
· Невозможность определить сроки заражения микробными агентами. 

· Сроки смешанного инфицирования при инфекциях передающихся половым путем иногда удается установить точно, а при респираторных инфекциях в большинстве случаев - предположительно.
При микоплазмозах установлена зависимость исхода взаимодействия от сроков заражения и интервала между введением инфекционных агентов.
Результаты взаимодействия возбудителей при смешанных инфекциях:
1. Независимое размножение.
2. Экзальтация (усиленное размножение одного или нескольких агентов).
3. Интерференция (подавление одного или нескольких инфекционных агентов).
4. Комплементация (специфическая зависимость размножения одного возбудителя от другого).
Явление интерференции. Микоплазмы способны индуцировать синтез интерферона in vivo. При стимуляции микоплазмами интерферона подавляется репликация вируса, но так происходит не всегда. Например, М. рneumoniae + вирус гриппа, сочетанная вирусно-микоплазменная инфекция вызывает более грубые изменения трахеи, чем каждый инфекционный агент в отдельности. Гистологически более выраженными были признаки характерные для вирусной инфекции.

Выявлена связь между гонококковой инфекцией и микоплазменной. Колонии U. urealyticum и М. hominis растут на поверхности гонококков. Отмечается тесная связь гонококков с мембраной уреаплазм.

Отмечена возможность долговременного выживания различных инфекционных возбудителей внутри трихомонадной клетки. Это способствует генерализации инфекции и снижению эффективности антибиотикотерапии.

Исследование микст-инфекции M. hominis и C. trachomatis показало, что в этом случае более выражены симптомы хламидийной инфекции.

В развитии микоплазменной инфекции большую роль играет формирование новых антигенных вариантов и возникновение антибиотикорезистентности. Именно при смешанной инфекции создаются наиболее благоприятные условия для эффективной вертикальной передачи. В результате изменяются свойства микоплазм, в популяции накапливаются различные продукты - метаболиты.

Поэтому терапия смешанных микоплазменных инфекций проблематична, необходимо подбирать антибиотики эффективные в отношении других ассоциантов. Например: рокситромицин активен против C. trachomatis и U. urealyticum.

Респираторный микоплазмоз. 
(Первичная атипичная пневмония).

Патогенез
Респираторный микоплазмоз, вызываемый М. pneumoniae. Ведущим механизмом развития интерстициальной пневмонии является активация Т- и В-лимфоцитов, что приводит к возникновению местных воспалительных реакций и генерализованных аутоиммунных процессов.

Органные поражения являются результатом прямого воздействия возбудителя на инфицированные клетки за счет перекисного окисления липидов и воздействия ферментов микоплазм, а также результатом аутоиммунных реакций. Антитела, связываясь с гомологичными тканевыми антигенами, образуют иммунные комплексы, присоединяют компоненты комплемента, повреждают мембраны клеток и вызывают местные воспалительные реакции и генерализованные иммунные процессы.

М. pneumoniae способна адсорбироваться на эритроцитах и продуцировать гемолизин, который по химической природе является перекисью водорода. Перекисное окисление вызывает их гемолиз, приводит к нарушению микроциркуляции, развитию васкулитов и тромбов, чему способствуют также иммунные комплексы, циркулирующие и осаждающиеся на стенках сосудов.

Клиника

Респираторный микоплазмоз может протекать по типу воспалительных инфекций верхних дыхательных путей (фарингита, трахеобронхита), либо по типу пневмоний. Инкубационный период - от 3-х до 11 дней, хотя в ряде случаев бывает более длительным (до 3-х недель). Температура тела 37,1-37,5°С, реже 38°С. Кашель малопродуктивный. Чаще инфекция благополучно разрешается, но может распространиться на легкие. Микоплазменная пневмония может развиваться постепенно, либо иметь острое начало. Ведущий клинический симптом - длительный изнуряющий кашель. Течение чаще легкое, но иногда очень тяжелое, с развитием бронхиолита, альвеолита и пневмонита. Возможно хроническое течение инфекции и  повторные заболевания.

При респираторном микоплазмозе развивается целый ряд нереспираторных проявлений, свидетельствующих о генерализации инфекции. Наиболее частыми проявлениями инфекции являются полиморфная эритема и менингит, характерно появление везикулярных образований на барабанной перепонке. Кожная реакция может проявляться по типу крапивницы или герпетической сыпи. Описаны случаи множественного эрозивного эктодермоза. При этом везикулярные и папулезные поражения распространяются по всему телу (синдром Стивена-Джонсона) с высокой лихорадкой, стоматитом.

Описаны нарушения гематологического характера. В основе этих нарушений лежит способность микоплазм вызывать гемолиз и агглютинацию эритроцитов, которые могут проявляться субклинически и бурно. Кроме обычных для всех лихорадочных заболеваний симптомов со стороны желудочно-кишечного тракта описаны тяжелые поражения печени и поджелудочной железы.

В 1 – 8,5% случаев взрослых микоплазменная инфекция сопровождается развитием миокардитов, перикардитов и эндокардитов. Описаны также: полная блокада пучка Гисса, сердечная тампонада и гипертрофическая кардиомиопатия, при этом из перикарда был выделен возбудитель.

Поражения ЦНС у взрослых отмечены в 3 - 4% случаев. Описаны случаи энцефалита, менингита, мозжечковой атаксии, неврита черепно-мозговых и периферических нервов. В единичных сообщениях приводятся данные о нарушении зрения, парезе глазодвигательного нерва. Описаны случаи полирадикулоневрита,  психоза и др. 
Персистенция возбудителя и иммунитет
Для респираторного микоплазмоза характерна длительная персистенция возбудителя в организме больного.  Также характерно длительное сохранение антигенов в составе циркулирующих иммунных комплексов (ЦИК), при этом специфические ЦИК чаще обнаруживают у тяжелых больных.

Фагоцитоз этого возбудителя неэффективен. Он происходит только в присутствии антител и комплемента. Протективную функцию выполняют секреторные Ig A, гуморальные антитела всех классов и специфически сенсибилизированные лимфоциты.

Эпидемиология

Респираторный микоплазмоз или первичная атипичная пневмония - антропонозная инфекция, имеющая аэрозольный механизм, передающаяся воздушно-капельным путем. Источником инфекции является больной человек, а также микоплазмовыделители, перенесшие болезнь в бессимптомной форме. 

 Относительно слабая контагиозность, длительное носительство возбудителя, высокая частота бессимптомных и легких форм инфекции, особенно среди детей до 5 лет, медленное и продолжительное (до 3-5 месяцев) развитие вспышек, отсутствие обширных эпидемий характерны для  респираторного микоплазмоза.

При изучении респираторного микоплазмоза в домах ребенка, школах, специальных учебных заведениях установили, что в условиях совместного пребывания создаются благоприятные ситуации для обмена возбудителем, инфекция может протекать бессимптомно, с длительным носительством возбудителя или в виде клинически выраженных заболеваний разной степени тяжести.

Специфическая профилактика - не разработана.

Лечение

С целью подавления иммунных реакций, ответственных за возникновение эритемы, полиневрита, энцефалита целесообразно применение кортикостероидов в обычной терапевтической дозе; длительность лечения определяется конкретными клиническими показаниями.

При микоплазменной пневмонии и симптоматике трахеобронхита в связи с развитием бронхообструктивного синдрома обязательно применение бронхолитиков: теофедрина, эуфиллина, солутана. Больным пневмонией назначается оксигемотерапия, обычно через носовые катетеры по 45 - 60 мин 4 - 6 раз в сутки. Детей раннего возраста целесообразно помещать в кислородные палатки, специальные парокислородные кювезы, взрослым больным показана гипербарическая оксигенация. Как и при других инфекционных болезнях, рекомендуется общеукрепляющая терапия и витаминотерапия.

При легко протекающих формах инфекции достаточно применение симптоматических и общеукрепляющих средств.

Урогенитальные микоплазмозы

Возбудителями являются представители 2-х родов семейства Mycoplasmataceae:

1) род:  Mycoplasma;

виды: M. hominis;

  M. genitalium;

            M. fermentans.

2) род: Ureaplasma;

виды: U. urealyticum;

           U. parvum.

Несмотря на то, что по Х международной статистической классификации болезней и проблем, связанных со здоровьем, урогенитальный микоплазмоз не относится к числу инфекций, передаваемых половым путем, а в России с 1999 года диагноз «уреаплазмоз» исключен из числа заболеваний, подлежащих обязательной медицинской регистрации, данная инфекция приобретает все возрастающую роль. Поражение органов мочеполовой системы микоплазменной этиологии за последнее время участились и составляют ≈ 40% всех воспалительных заболеваний мочеполовых органов.


Заболевание распространяется повсеместно, выявляется при острых и хронических воспалительных процессах мочеполового тракта трихомонадной (40-69%), гонококковой (22-30%) и хламидийной (6-15%) этиологии.

Эпидемиология:

· Источник инфекции: больной человек или микоплазмовыделитель.

· Заражение происходит преимущественно половым путем (очень редко неполовой, заражение женщин и девушек через предметы домашнего обихода, медицинский инструмент).

· Частота заражения увеличивается с половой активностью и достигает максимума у проституток, наркоманов и гомосексуалистов.

· Носительство микоплазм у сексуально активных женщин варьирует от 15 до 95% случаев и зависит от числа половых партнеров.

Клиническая картина:

· Инкубационный период от 3 дней до 5 недель, в среднем 15-19 дней.

· Инфицирование не всегда ведет к развитию заболевания.

По локализации инфекционные процессы, вызываемые микоплазмами, могут быть:

· Очаговые.

· Генерализованные.

По клиническим проявлениям — скрытые или бессимптомные.

Урогенитальные инфекции бывают:

1) Острыми.

2) Хроническими (НГУ).

3) Бессимптомными.

Бессимптомные формы или микоплазмоносительство не сопровождается реактивными явлениями в слизистой оболочке мочеполовых органов.

Как при других бессимптомно протекающих инфекциях, так и при микоплазменной бессимптомной инфекции микоплазмы могут активироваться под влиянием различных экзо- и эндогенных факторов.

Урогенитальные микоплазмозы имеют:

·  Упорное течение (персистенция).

·  Часто рецидивируют.

·  Способствуют появлению осложнений.

Часто урогенитальные микоплазмозы входят в состав смешанных инфекций и выделяются при:

· Хламидиозе (40-88%).

· Гонорее (20-30%).

· Трихомониазе (5-18%).

Эта закономерность в наибольшей мере выражена при хламидиозе, сочетающемся с уреаплазмами, чем при других вариантах смешанного инфекционного процесса.

Общие признаки заболеваний половых путей мужчин и женщин:

· Болезненные выделения из мочеиспускательного канала.

· Чувство жжения во время мочеиспускания (могут быть обусловлены наличием хламидий, гонококков, трихомонад, герпесвирусов, способных вызывать воспаление крайней плоти, уретры, предстательной железы и мочевого пузыря).

· Изменение секрета по цвету и запаху.

Роль микоплазм как первичного этиологического фактора при поражении УГТ однозначно не определена: это связано со сложностью лабораторной диагностики и отсутствием четких клинических симптомов, типичных для данных поражений. Микоплазмы выделяются из мочеполовых органов здоровых людей, хотя реже, чем у больных.

Имеются сообщения о носительстве уреаплазм среди беременных женщин, достигающем 80 - 90%. Факт высокой инфицированности уреаплазмами беременных нуждается в объяснении. По-видимому, это зависит от гормонального фона и от иммунного статуса.

Далеко не всегда носительство уреаплазм не вызывает серьезные последствия. Однако скрытая микоплазменная инфекция представляет большую потенциальную опасность, т.к. при определенных условиях она может активироваться.

Латентная уреаплазменная инфекция под влиянием присоединившейся (бактериальной, вирусной, хламидийной, грибковой и др. инфекций) может перейти в клиническую рецидивирующую форму. Поэтому присутствие небольшого количества (менее 102 КОЕ/мл) уреаплазм в виде моноинфекции должно насторожить врача.

M. hominis, U. urealyticum, U. parvum являются частыми обитателями мочеполовой системы, как у женщин, так и у мужчин, до 83,4% приходится на возрастную группу репродуктивного возраста – 16-39 лет.

Урогенитальный микоплазмоз у мужчин

Часто протекают под диагнозами:

· НГУ.

· Простатит.

· Бесплодие.

· Пиелонефрит.

· Проктосигмоидит.

· Поражение характеризуется разнообразием клинических форм от острых до малосимптомных проявлений.

· Возможно микоплазмоносительство.

Различают:

1) свежий (с острым, подострым и торпидным течением) – с давностью заболевания до 2-х месяцев;

2) хронический микоплазмоз – с давностью процесса более 2-х месяцев. 

Поражаются:

· Уретра (уретрит).

· Парауретральные протоки (парауретрит).

· Предстательная железа (простатит).

· Семенные пузырьки (везикулит).

· Придаток яичек (эпидидимит).

· Мочевой пузырь (цистит).

· Возможен восходящий микоплазменный процесс.

Уреаплазмы попадают в простату чаще всего через уретру при восходящей инфекции. Показано, что наличие уреаплазм в секрете простаты в титре > 103 ЦИЕ/мл указывает на их этиологическую роль. Подтверждением этого является успешное лечение больных тетрациклином.

При генитальном уреаплазмозе у мужчин обращает на себя внимание субклиническое течение заболевания, которое сопровождается постоянными случаями выделения из уретры. В этот период у больных в моче обнаруживаются продукты воспаления, содержащиеся в первой порции в виде плавающих единичных или множественных хлопьев, нитей и т.д., в то время как вторая порция мочи чистая, прозрачная.

У мужчин выделения из уретры обусловлены в 12% случаев хроническим передним уретритом, в 28% - хроническим тотальным уретритом, 1,8% - хронический тотальный уретрит осложненный  простатитом, орхоэпидемитом, фуникулитом. Поражение так же как у больных хроническим урогенитальным микоплазмозом. Таким образом, не удается установить в мочеполовой системе изменений, характерных для уреаплазменной инфекции.

Несмотря на воспалительные процессы в мочеполовой системе, обусловленные различными инфекциями, характерные патологические изменения остаются сходными.

Роль урогенитальных микоплазм в мужском бесплодии

Этиологическая роль микоплазм и уреаплазм в форме мужского бесплодия не всеми разделяется. Многие авторы считают, что бесплодие у мужчин может быть обусловлено не только простатитом, вызванным уреаплазмами, но и влиянием их непосредственно на сперматогенез, подвижность сперматозоидов, появлением незрелых форм и морфологически измененных клеток (рис. 8).
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Рис 8. Схематичное изображение нормальных (1) и патологических (2) форм сперматозоидов.

Основные причины мужского бесплодия:

· Снижение подвижности сперматозоидов, в результате прикрепления уреаплазм (рис 9).

· Влияние U. urealyticum и U. parvum на сперматогенез.

· Ухудшение качественных характеристик спермия.

· Повышенная вязкость спермы.

· Сниженная оплодотворяющая способность эякулята.
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Рис 9. Прикрепление Ureaplasma urealyticum к сперматозоидам

С помощью сканирующей электронной микроскопии показано, что в месте контакта уреаплазмы и сперматозоида происходит слияние и лизис мембраны, что в свою очередь может приводить к потере жизнеспособности и подвижности (рис.10). Показано также наличие общих антигенов в мембране сперматозоида и U. urealyticum, что часто приводит к образованию антител, повреждающих мембрану сперматозоида.

[image: image10.jpg]



Рис 10. Электронная микроскопия сперматозоидов при урогенитальном микоплазмозе

При исследовании влияния U. urealyticum на сперматозоиды барана in vitro обнаружено увеличение активности ДНК-азы и разрушение ДНК сперматозоидов. Воздействие на хромосомы лежит в основе тератогенного и мутагенного воздействия микоплазм на плод человека.

Урогенитальный микоплазмоз у женщин

Женщины являются бессимптомными носителями U. urealyticum и U. parvum и могут служить резервуаром и источником уреаплазменной инфекции. У девственниц и девственников микоплазмы отсутствуют, хотя и у них возникают вагиниты, циститы и др. Инфицированность женщин, живущих половой жизнью, достигает 60-80%.
Урогенитальные микоплазмозы у женщин по локализации классифицируют:
1. Микоплазмоз наружных женских половых органов:
· Вульвовагинит.
· Уретрит. 
· Парауретрит.
· Бартолинит и др.
Наиболее часто инфекции проникают во:
· Влагалище (кольпит).
· Парауретральные ходы (папауретрит).
· Уретра (уретрит).
· Преддверие влагалища (вагинит).
· Малые и большие вестибулярные железы (бартолинит).
· Шейка матки (цервицит).
Микоплазмозы наружных половых органов делятся на:
1) свежий  (с острым, подострым и торпидным течением) – с давностью заболевания до 2-х месяцев. К ним относятся торпидные микоплазменные цервициты, уретриты и др., переходящие в хронический микоплазмоз. Свежие формы заболевания встречаются редко, для них характерны кратковременные слабовыраженные ощущения зуда в области половых органов и скудные скоро проходящие выделения из влагалища или из уретры;

2) хронический (цервицит, уретрит, парауретрит, бартолинит, вульвавит). С давностью процесса более 2-х месяцев. При хроническом течении больные жалуются на периодический зуд и незначительные выделения, периодически исчезающие.

У некоторых женщин урогенитальный микоплазмоз имеет асимптомное течение.

Поражение наружных половых органов протекает в основном без субъективных ощущений или в виде слабо выраженных кратковременных проявлений. И только исследование отделяемого или соскобов со слизистых оболочек мочеполовых органов выявляет микоплазмы. Также женщины являются микоплазмоносителями и резервуаром микоплазменной инфекции. При действие неблагоприятных факторов (понижение защитных сил организма, гормональные нарушения) микоплазмы активируются.

2. Микоплазмозы внутренних половых органов (восходящая инфекция).

Возбудитель может поражать верхний отдел женских половых органов и вызывать: 

· Аднексит (придатки яичников).

· Оофорит (воспаление и абсцессы яичников).

· Эндометрит (полость матки) – нарушение менструального цикла, кровотечения.

· Сальпингит (фаллопиевы трубы).

· Пельвиоперитонит (воспаление брюшины полости малого таза).

Это подтверждается нахождением микоплазм в полости матки при абортах и их выделением из маточных труб.
Одним из распространенных синдромов у взрослых женщин является дизурия. Причины дизурии различны и могут быть связаны с заболеваниями органов как мочеполовой, так и половой систем. Изучалась роль U. urealyticum в развитии дизурии. 
Наиболее часто причинно болезненного учащенного мочеиспускания у женщин является цистит. Развитие бактериального цистита у женщин связано в частности с восходящим инфицированием мочевого пузыря, что может приводить к образованию инфекционных камней. И таким образом, U. urealyticum и M. hominis способны вызывать серьезные инфекции у больных с иммунодепрессией при трансплантации почек.
Поскольку урогенитальные микоплазмы у женщин являются представителями нормальной микрофлоры, имеет значение не сам факт выявления микоплазм, а массивность их диссеминации, которую можно оценить при количественном высеве. Урогенитальные микоплазмозы представляют проблему, если имеет место изменения их количественного состава, результатом которого является дисбиотический процесс, имеющий клиническое выражение.

В последнее время выявились факты, указывающие на возможную связь уреаплазменной инфекции со значительно более опасными заболеваниями, в частности, с интраэпителиальными неоплазмами шейки матки. Установлено, что U. urealyticum, U. parvum, M. genitalium повышают риск инфицирования вирусами папилломы человека клеток эпителия шейки матки.

Латентная уреаплазменная инфекция под влиянием присоединившихся микроорганизмов (бактерий, вирусов, хламидий, грибковой и других инфекций) может перейти в хронический рецидив, поэтому присутствие во влагалище небольшого количества (менее 102 КОЕ/мл) уреаплазм в виде моноинфекции должно настораживать врача.

Обследование на уреаплазмоз рекомендуется женщинам, перенесшим воспаление придатков и матки, страдающим невынашиванием беременности и бесплодием, эрозией шейки матки и нарушением менструальной функции, а также страдающим хроническим кольпитом.

Урогенитальные микоплазмы чаще не вызывают заболеваний, но их наличие имеет большое значение:

1) для беременных женщин и женщин, планирующих беременность;

2) для новорожденных;

3) при наличии клинической картины заболевания.

Патологии беременности и плода

Наибольшую опасность микоплазменная инфекция представляет для беременных, у которых она часто встречается и обусловливает:

·  Самопроизвольный выкидыш в результате внутриутробной инфекции.

·  Развитие врожденных заболеваний у новорожденных или мертворождение.

·  Угроза преждевременных родов (связана с инфекцией, вызванной U. urealyticum).

·  Послеродовой сепсис (септический аборт).

·  Хориоамнионит (воспаление плодных оболочек).

·  Перинатальную заболеваемость и смертность.

Доказана достоверная связь между развитием трубной беременности и частотой обнаружения в половых путях U. urealyticum. Но до сих пор остается неясной связь уреаплазм с невынашиванием беременности и преждевременным родами.

Прогнозы:

1. Гибель детей в разные сроки после рождения.

2. Развитие осложнений.

3. Выздоровление.

Инфицирование эндометрия может привести к отслоению плодного яйца и, таким образом, к прерыванию беременности в ранние сроки. Но микоплазменная инфекция плода может развиться и на более поздних стадиях внутриутробного развития. Из инфицированных околоплодных вод М. hominis и U. urealyticum могут проникнуть в базальную пластину и вызвать развитие децидуита.

Исход беременности характеризуется частым недонашиванием, преждевременным отхождением околоплодных вод, хориоамнионитом (в родах) и метроэндометритом (в послеродовом периоде).

Для микоплазменного поражения плаценты характерны пролиферативные, дистрофические и некротические изменения во всех слоях органа, иногда сочетающиеся с воспалительными реакциями и поражением сосудов.

Инфицирование амниотической жидкости М. hominis является главным источником заражения плода. Описаны поражения многих органов плодов и новорожденных детей. Особое значение имеют поражение легких, ЦНС; значительные поражения определяются и в других органах: печени, почках, головном мозге, тимусе и селезенке.

Поражение легких приводит к возникновению внутриутробной микоплазменной пневмонии. Она протекает, как правило, в виде интерстициальной пневмонии, сопровождающейся выраженными циркуляторными расстройствами, кровоизлияниями в альвеолы, образованием тромбов и гиалиновых мембран.
Однако самостоятельная роль микоплазм в развитии острых воспалительных процессов ​дыхательных путей у новорожденных при инфицировании их во время родов невелика и проявляется преимущественно у недоношенных детей. Недоношенные дети инфицированы микоплазмами в 3 раза чаще, чем родившиеся в срок. В случае интранатальной колонизации микоплазмами доношенных детей в постнатальном периоде происходит быстрая элиминация микоплазм.

Изучение механизмов развития осложнений беременности при инфекциях, вызванных М. hominis, U. urealyticum и U. parvum показало, что при этих инфекциях происходит формирование хронической фетоплацентарной недостаточности, а основным пороком развития плода является дисплазия почек, приводящая к развитию хронического пиелонефрита.

Возникновение послеабортового и послеродового сепсиса связно с генерализацией М. hominis. Клиническое лечение послеродового сепсиса, как правило, доброкачественное. Исчезает без специального лечения.

Патологии новорожденных детей

У новорожденных, родившихся от инфицированных уреаплазменной инфекцией матерей, с помощью кесарева сечения удается выделить уреаплазм в 40% случаев.

По данным некоторых исследователей, средняя масса тела новорожденных, инфицированных уреаплазмами, на 500 г ниже, чем неинфицированных. При этом у детей с низкой массой тела часто развиваются хронические заболевания легких (бронхолегочная дисплазия). Смертность таких детей в 2 раза выше, чем неинфицированных. 

От погибших детей U. urealyticum выделялась не только из легких, трахеи, плевральной жидкости, но и из крови, и спинномозговой жидкости, что указывает на развитие генерализованной инфекции. Описаны случаи выделения микоплазм в качестве единственного инфекционного агента из ликвора новорожденных детей при менингите, менингоэнцефалите, абсцессах мозга.

Эти данные указывают на необходимость обследования на скрытые инфекции и, в частности, на М. hominis, U. urealyticum и U. parvum здоровых людей и, по крайней мере, включать эти возбудители в комплекс исследований на ИППП при каждом обращении к врачам-специалистам. Но, к сожалению, по данным практические врачи обследуют на М. hominis, U. urealyticum и U. parvum только 19% обратившихся больных с НГУ.
Диагностика микоплазменных инфекций
Ввиду того, что микоплазменные инфекции не имеют каких-либо специфических, свойственных только им клинических проявлений, для их выявления необходимо использовать методы лабораторной диагностики. 

Используют 3 группы методов:

1.   Культуральные методы.

2.   Иммунологические методы выявления антигенов микоплазм и антител к ним.

3.   Молекулярно-биологические методы.

Исследуемый материал
При подозрении на респираторный микоплазмоз исследуют мазки из носоглотки, лаважную жидкость, мокроту, бронхиальные смывы, а также мазки-отпечатки тканей органов мертворожденных и абортированных плодов.

При урогенитальных инфекциях исследуют срединную порцию утренней мочи, соскобы со слизистой уретры, сводов влагалища, цервикального канала, материал, полученный при лапароскопии, мазки-отпечатки органов абортированных и мертворожденных плодов. При простатите исследуют секрет простаты, при мужском бесплодии – сперму.

Клинический материал для лабораторной диагностики отбирается с помощью специальных зондов и представляет соскобы эпителиальных клеток из нижних отделов урогенитального тракта:

· У мужчин - передняя часть уретры.

· У женщин - стенки влагалищ и цервикального канала.

У девочек забор исследуемого материала - отделяемое слизистых оболочек мочеиспускательного канала и влагалища проводится, без использования зеркал, при помощи зонда, который вводят в гименальное отверстие.

Бактериоскопический метод

Световая микроскопия не применяется из-за слишком мелких размеров микоплазм. Для их выявления в исследуемых образцах применяют методы электронной микроскопии, а также люминесцентная микроскопия в сочетании с окраской ДНК интеркалирующими флюорохромами.

Электронно-микроскопический контроль клеточных культур на зараженность микоплазмами предполагает исследования ультратонких срезов клеток. С помощью сканирующего электронного микроскопа микоплазмы можно легко обнаружить на поверхности фибробластов, однако их трудно отличить от сложных мембранных структур лимфоцитов. В целом электронно-микроскопический способ обнаружения микоплазм весьма трудоемок и требует высокой квалификации специалистов. Поэтому практически этот метод применяется только в тех лабораториях, где электронная микроскопия является одним из основных методов исследования.

В группе методов, основанных на выявлении ДНК с помощью интеркалирующих флюорохромов, чаще всего используют краситель бисбензимид или DAPI, реже интеркалирующий антибиотик оливомицин. Эти флюоресцентные красители быстро связываются с ДНК, образуя стабильные комплексы. В контаминированных культурах микоплазмы обнаруживаются в виде отдельных мелких (0,1-0,3 мкм диаметром) гранул, а также их скоплений, расположенных вне клеток или на их поверхности. В препаратах клеток, свободных от микоплазм, наблюдается флюоресценция ядер, а цитоплазма почти не светится (рис. 10).
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Рис 10. Клетки линии HeLa, зараженные микоплазмами (а) и свободные от них (б). Люминесцентная микроскопия препаратов, окрашенных бисбензимидом.

Окраска флюорохромами оказывается особенно эффективной при уровне зараженности, соответствующем 105 микоплазм на 1 мл культуральной среды и выше. Недостатком метода является субъективность количественной оценки степени зараженности, а также возможность артефактов за счет флюоресценции обломков клеточных ядер и фонового свечения. Кроме того, методы, основанные на окрашивании ДНК, практически не применимы к клеткам с относительно крупными ядрами и тонким «ободком» цитоплазмы, например лимфоцитам.
Бактериологический метод исследования

По-прежнему основным лабораторным исследованием микоплазм является культивирование на жидких и плотных питательных средах из отделяемого (соскоба) слизистых оболочек мочеполовых органов.

Для диагностики урогенитальных микоплазмозов используют различные по составу питательные среды и различные индикаторы, но предпочтение отдают жидким питательным средам. Результат при этом оценивают по изменению цвета питательной среды и главное в короткие сроки, в отличие от плотных сред, где требуется длительный срок инкубации.

В нашей стране В. В. Делекторским и И. Д. Джалагания (1984г.) предложены жидкие и плотные питательные среды из ингредиентов отечественного производства, состоящие из панкреатического гидролизата бычьих сердец и кислотного гидролизата казеина.

В исследованиях, требующих накопления больших масс уреаплазм, может использоваться буфер Hepes. Стабилизация pH среды для уреаплазм путём добавления буфера Hepes приводит к повышению числа жизнеспособных клеток в жидкой среде, к увеличению продолжительности выживания уреаплазм.

Колонии рассматривают под микроскопом с увеличением в 60-100 раз и более. Для обнаружения колоний микоплазм могут быть применены иммунофлюоресцентная, а также фазово-контрастная микроскопии.

Колонии по цвету:

·   Коричневые (U. urealyticum).

·   Бесцветные (M. hominis).

·   Желтые (M. pneumoniae, М. genitalium).

Особенности метаболизма уреаплазм позволяют легко дифференцировать их от прочих микоплазм по способности секретировать уреазу. При росте на жидких питательных средах уреаплазмы расщепляют мочевину на углекислый газ и аммиак, которые переводят кислую среду в щелочную и изменяют цвет индикатора. В настоящее время метод определения уреазной активности (образование аммиака из мочевины) основной способ диагностики уреаплазмозов.

Так как микоплазмы выделяют у здоровых людей, важен количественный высев для диагностики. Менее 103 ЦИЕ/мл - низкий уровень, не требует лечения. Выявление микоплазм в титре более 104 ЦИЕ/мл - говорит о патогенности и требует лечения.

Титр микоплазм определяют согласно классическому методу разведений. Этиологически значимой является концентрация микоплазм в исследуемом материале, превышающая десять в четвертой степени ЦИЕ/мл.

В последние годы появились специальные тест-системы, пользуясь которыми можно одноэтапно определять на жидкой питательной среде не только наличие того или иного микоплазменного возбудителя, но и его концентрацию в исследуемом клиническом материале.

Тест-система "Mycoplasma DUO" позволяет культивировать, идентифицировать и дифференцированно титровать U. urealyticum, U. parvum и М. hominis. Она представляет собой микрометод, который помимо одновременного выявления 2-х микроорганизмов позволяет определять их чувствительность к антибиотикам.

Серологические методы исследования

Для лабораторной диагностики микоплазмоза и уреаплазмоза у гинекологических и урологических больных, учитывая, что встречается свыше 10 серотипов, целесообразно использовать комплекс лабораторных методов, включающих серологические исследования.

Серологические реакции (РСК, ИФА, РПГА) рекомендуется использовать при массовых обследованиях групп населения, а также для подтверждения клинического диагноза.

Однако серологическая диагностика М. hominis, U. urealyticum и U. parvum затруднена в связи с существованием большого числа серотипов этих возбудителей, а также в связи с тем, что микоплазмы являются слабыми иммуногенами (слабая выработка антител). Определение антител к U. urealyticum, U. parvum и М. hominis практически не используется, так как микоплазмы часто выявляются у клинически здоровых людей, и применяется лишь в определенных случаях (выявление антител имеет значение только для респираторного микоплазмоза, вызванного М. рneumoniae).

Чаще используются методы выявления антигенов микоплазм в сыворотке крови и других субстратах (РАГА - реакция агрегатгемагглютинации, ИФА, РИФ.)

Преимущества:

·    Микоплазмы можно идентифицировать при самых минимальных их концентрациях.

·     Позволяет выявить антигенную специфичность микоплазм человеческого происхождения, а также обнаружить в них наличие общих антигенных компонентов с микоплазмами тканевых культур.

Для реализации этих методов необходимо наличие стандартных наборов антисывороток к разным серотипам возбудителя. Для постановки РИФ используют специфическую антисыворотку, конъюгированную с флюорохромом. 

Среди стандартных диагностикумов можно отметить тест-систему - «Уреа-Слайд» для выявления антигенов U. urealyticum методом прямой иммунофлюоресценции и аналогичную тест-систему «Мико-Слайд» производства НПФ «ЛАБдиагностика» (Россия) для выявления антигенов М. hominis. В исследуемых микропрепаратах микоплазмы выявляются в виде гранул, зерен, имеющих ярко зеленое свечение на поверхности эпителиальных клеток. Неспецифическая бактериальная флора окрашивается в оранжевый цвет, другие клетки - лейкоциты и сперматозоиды в оранжевый и красно-бурый.

Диагностическим критерием служат:

· Массивный рост колоний микоплазм (более 106-108 КОЕ/мл).

· 4-х кратное возрастание титра антител в динамике заболевания.

 Все это может свидетельствовать об инфекционном процессе, обусловленном микоплазмами.
Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Быстрый метод с высокой чувствительностью и 100% специфичностью, возможностью определения вида уреаплазм. 

До открытия ПЦР использовали метод прямой иммунофлюоресценции.

 Недостатки метода:

· Субъективность в оценке степени флюоресценции.

· Необходимость специальной подготовки врача.

Постановка ПЦР занимает всего несколько часов, в её основе лежит выявление фрагмента ДНК возбудителя и многократное его воспроизведение достаточное для визуального учета. При ПЦР в отличие от посева, определяются как живые, так и не живые микроорганизмы.

Методика позволяет достаточно быстро получать результаты анализов, при этом данным методом определяют ДНК возбудителей нескольких инфекционных заболеваний в одной реакции. Титрование уреаплазм является важным условием, т.к. каждый из видов имеет свою клиническую значимость.

Метод обладает большой чувствительностью, достигающей одной искомой последовательности ДНК. Однако именно такая чувствительность в определенной мере накладывает ограничения на диагностическое использование ПЦР, т.к. не позволяет количественно определить величину инфекта, что имеет важное диагностическое и прогностическое значение. Кроме того остаются неучтенными ошибки, связанные с возможностью присутствия в пробе ингибиторов ДНК-полимеразы и нарушения условий забора и доставки материала.

Среди стандартных диагностикумов можно отметить тест-системы: «Микогени», «ФлюоСкрин», «OrionDiagnostics» (Финляндия).

ПЦР в реальном времени (или количественная ПЦР, от англ: Real-time PCR, qPCR) - лабораторный метод, основанный на методе ПЦР. Используется для одновременной амплификации и измерения количества данной молекулы ДНК. Метод включает в себя одновременно детекцию и количественное определение специфической последовательности ДНК в образце.

Метод ОТ-ПЦР (обратная транскрипция) для измерения малых количеств мРНК позволяет получить количественную информацию о содержании данной мРНК в клетке.

Клинические примеры
1. Неприятные ощущения в мошонке, выделений из уретры нет. Производится исследование эякулата на скрытые инфекции. Выявлена M. hominis.

2. Пациент обратился в поликлинику ввиду отсутствия детей во 2-м браке. При первом половом контакте во 2-м браке были выделения из уретры, которые прошли самостоятельно. У второй жены в анамнезе имелся выкидыш. Исследование спермы на скрытые инфекции выявило M. hominis.

3.   Выделения из уретры, зуд в канале, неприятные ощущения в области промежности и крестца. Скудное слизистое отделяемое из уретры исследовано на скрытые инфекции. Выявлены M. hominis и U. urealyticum.

4.   Учащенное ночное мочеиспускание и боли в конце полового акта. Соскобы из уретры - получен отрицательный ответ. При исследовании спермы на скрытые инфекции выявлены M. hominis и U. urealyticum. Назначена противовоспалительная терапия и тепловые процедуры в виде сидячих ванн и микроклизм.

Профилактика

Методы профилактики те же, что для других болезней, передающихся половым путем.

Активное выявление и привлечение больных к лечению является одним из методов успешной борьбы с урогенитальными микоплазмозами. Однако есть затруднения, поскольку у большинства мужчин и женщин микоплазмоз протекает хронически или в латентной форме без клинических проявлений и субъективных ощущений. Естественно, что такие лица считают себя здоровыми, самостоятельно не обращаются к врачу и остаются потенциальными источниками микоплазменной инфекции.

Специфическая профилактика - не разработана.

Лечение
Терапия должна быть комплексной и включать:

1) средства воздействия на возбудителя;

2) меры повышения защитных сил организма (препараты стимулирующие неспецифическую сопротивляемость организма).

Такое комплексное лечение дает лучший терапевтический эффект.

Антибиотикотерапия является основным методом лечения урогенитальных микоплазмозов. Антибиотики, применяемые для лечения: доксициклин, джозамицин, эритромицин, азитромицин и др. (см. приложение 6). Пенициллин не применяется в виду отсутствия у микоплазм клеточной стенки.

Антибиотики, активные в отношении микоплазм, обладают бактериостатическим, а не бактерицидным действием, поэтому определяющую роль в элиминации возбудителя играет иммунологический статус больного.

Следует отметить, что во многих случаях этиотропное лечение должно являться частью комбинированной терапии, включающей также иммунотропную терапию (в частности, с помощью иммунокорректоров). Препарат «Иммуномакс» следует применять при неэффективности хотя бы одного курса антибиотикотерапии.

Частота смешанных микоплазменных инфекций велика, поэтому антибиотики должны быть эффективными и в отношении других инфекционных агентов, участвующих в развитии патологического процесса, в первую очередь в отношении хламидий и гонококков.

детерминантными генами устойчивости tet-M и tet-O, которые обнаруживаются изменениями конформации рибосом, вследствие чего сродство При назначении антибиотиков необходимо учитывать:

А) скорость проникновения препаратов в ткани - имеет значение для объяснения необходимой его концентрации в пораженных тканях;

Б) резистентность - важная проблема, связанная с лечением урогенитальных инфекций, ассоциированных с генитальными микоплазмами, так как с каждым годом резистентность различных микроорганизмов к антимикробным препаратам увеличивается.

Устойчивость M. hominis, U. urealyticum и U. parvum к тетрациклинам определяется препарата к местам узнавания на рибосомах падает. Устойчивость к макролидам определяется генами, детерминирующими синтез метилтрансфераз, которые способны изменять сайты распознавания антибиотиков - 23 S рибосомальную РНК.

Механизмы развития устойчивости микоплазм к антибиотикам

2 механизма развития устойчивости:
1. Хромосомный тип.
Он обусловлен мутациями в генах, кодирующих ферменты, являющиеся «мишенью» антибиотика, или в генах, стимулирующих выработку собственных ферментов-антагонистов, блокирующих действие препарата. В результате мутаций возникает устойчивость к конкретному препарату или к группе сходных по действию препаратов.
2.    Нарушение транспортных систем.
Нарушение проницаемости наружной клеточной мембраны: уменьшается проникновение лекарственного средства в клетку. В результате нарушения транспортных систем развивается перекрестная резистентность ко всем антибиотикам, для действия которых необходим специальный транспорт в «клетку-мишень».
Анализ исследований, посвященных лечению уреаплазменной инфекции, показывает чрезвычайный разброс показателей эффективности различных антибиотиков (от 40 до 100%).

К сожалению, для микоплазм не определены стандартные условия постановки теста, т.к. состав среды, добавки ростовых факторов и величина инокулума варьируют в разных лабораториях.

При определении гена устойчивости к тетрациклину (tet-M, tet-O) методом ПЦР у микоплазм детерминанты устойчивости у M. hominis и U. urealyticum определяются в 60% и 57,14% соответственно.

Основными классами препаратов, являющихся эффективными для лечения микоплазмозов, как и для лечения хламидиоза, считаются тетрациклины, макролиды, фторхинолоны.

Для выбора схемы адекватной терапии рекомендуется лабораторное определение чувствительности выделенных штаммов микоплазм и уреаплазм к антибиотикам.

Так как отмечена способность уреаплазм и микоплазм быстро приобретать устойчивость к антибактериальным препаратам при их пассировании in vitro необходимо тестировать только свежевыделенные штаммы (штаммы первого пассажа в логарифмической фазе роста).

Другая сложность состоит в том, что чувствительность к антибиотикам, определяемая in vitro, не всегда коррелирует с их положительным терапевтическим эффектом.

Важной самостоятельной микробиологической проблемой является использование адекватных методов чувствительности микоплазм к антибиотикам.

Особенности биологии микоплазм (малый размер колоний, сравнительно длительный срок инкубации при получении колоний на плотных средах и др.) не позволяют использовать общепринятый в микробиологии диско-дифференциальный метод определения чувствительности.

На результат теста определения чувствительности к антибиотикам оказывает влияние:

1. Состав питательной среды.

2. Условия инкубации.

3. Количество внесенной культуры.

Эти условия необходимы для получения достоверных и воспроизводимых результатов.

В тесте на жидкой среде низшая концентрация антибиотика, ингибирующая рост культуры, через 18-24 часа носит название «минимальная ингибирующая концентрация» (МИК).

Bebear С. и соавторы (1985 г.) разработали метод определения чувствительности к антибиотикам М. hominis, U. urealyticum и U. parvum, основанный на регистрации изменения цвета индикатора при метаболической активности культур.

Позднее на основе этих исследований ими была разработана коммерческая система SIR-mycoplasma, которая в настоящее время производится фирмой Sanofi Pasteur (Франция). Широко применяется во многих странах, в том числе и в России. Данная тест-система рассматривается в настоящее время, как стандартный метод определения антибиотикорезистентности микоплазм. Однако при интерпретации результатов исследований необходимо учитывать, что в тест-системе используется 2 или даже 1 разведение антибиотика, что недостаточно по мнению ряда специалистов.

В практических исследованиях исключительно используют метод разведения в жидкой среде. В этих случаях критическое значение имеет разведение культуры, т.к. инокулум высокого титра вызывает изменение цвета индикатора даже в отсутствии живой культуры.

Выбор тактики лечения инфекционных воспалительных заболеваний урогенитального тракта у мужчин должен базироваться на результатах комплексного микробиологического, молекулярно​биологического, иммунологического и клинического обследования больных.
В клинической практике используются следующие схемы лечения (см. приложение 6). Для санации беременных женщин на сроках 12 недель. и позже предлагается назначать эритромицин перорально по 0,2 г 4 раза в сутки 7-10 дней или по 0,5 г 2 раза в сутки в течение 10 дней.

При уретритах, простатитах и вагинитах уреаплазменной этиологии специфическая терапия должна проводиться одновременно обоим супругам.

Контроль излеченности: проводят через 7-8 дней после окончания лечения по схеме принятой при обследовании больных с гонореей.

Диспансерное наблюдение за пролеченными больными должно осуществляться не мене 2-3 месяцев.

Клиническое благополучие, наступающее после активной антибиотикотерапии, может не сопровождаться элиминацией возбудителя и обычно связано с переходом инфекции в «дремлющее» состояние, трансформацией микоплазм в «некультивируемые формы», так что обнаружить их классическими методами клинической диагностики (микробиологическим высевом или серологическими тестами) часто невозможно. Выявить микроорганизмы в подобных ситуациях возможно лишь с помощью молекулярно​генетических методов, связанных с использованием ДНК-гибридизации и ПЦР, а также электронной микроскопии.

Вопросы и тесты рейтингового контроля

1. Ввиду  отсутствия какой клеточной структуры микоплазмы пластичны?

1) ЦПМ;

2) клеточной стенки;

3) мезосомы;

4) капсулы.
2. К какому порядку относится большинство возбудителей микоплазмозов человека?

1) Entomoplasmatales;
2) Acholeplasmatales;
3) Mycoplasmatales;
4) Anaeroplasmatales.
3. Рост микоплазм на плотных питательных средах сопровождается образованием колоний в виде:

1) перевернутой елочки;

2) яичницы-глазуньи;

3) битого стекла;

4) львиной гривы.
4. Питательная среда для культивирования микоплазм:

1) Эдвардса;

2) Эндо;

3) Блаурока;

4) МПА.
5. Цвет колоний U. urealyticum на среде из панкреатического гидролизата бычьих сердец:

1) желтый;

2) розовый;

3) бесцветный;

4) коричневый.

6. Какой субстрат является необходимым для культивирования U. urealyticum и U. parvum?

1) мочевина;

2) глюкоза;

3) казеин;

4) крахмал.

7. Для лечения микоплазменной инфекции не используют:

1) Офлоксацин;

2) Азитромицин;

3) Пенициллин;

4) Гентамицин.
8. Преимущественное заражение M. hominis происходит путем:

1) воздушно-капельным;

2) алиментарным;

3) контактно-бытовым;

4) половым.

9. Какой микроорганизм вызывает первичную атипичную пневмонию?

1) Escherichia coli;

2) Мусoplasma pneumoniaе;

3) Streptococcus pneumoniae; 

4) Staphylococcus aureus.

Ключ к вопросам и тестам рейтингового контроля: 1 – б; 2 – в; 3 – б; 4 – а; 5 – г; 6 – а; 7 – в; 8 – г; 9 – б.

Приложение 1 

Таксономия микоплазм
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Приложение 2

Биохимические свойства микоплазм, выделяемые от человека

	Виды мико

плазм
	Гидролиз
	Ферментация
	Фосфатаза
	Восстановление тетразолия эробно/анаэробно
	Отношение к эритро мицину
	Сумма Г+Ц (мол %)
	Потребность в стеро ле для роста

	
	Мо чеви ны
	Арги нина
	Глю козы (К)
	Маннозы (К)
	
	
	
	
	

	M.pneumoniae
	(
	(
	+
	+
	(
	+/+
	ВЧ
	38,6-40,8
	+

	M.hominis
	(
	+
	(
	(
	(
	(/(
	ВР
	27,3-29,2
	+

	M.fermentans
	(
	+
	+
	(
	(
	(/+
	ВР
	27,5-28,6
	+

	U.urealyticum
	+
	(
	(
	(
	+
	(/(
	ВЧ
	26,9-29,8
	+


Примечание: (к) — образование кислоты: ВР — высокорезистентны; ВЧ — высокочувствительны; (+) — признак положительный; (—) — признак отрицательный.

Приложение 3
Приложение 4

Механизмы длительной персистенции микоплазм
	Механизмы ускользания от защитных систем хозяина
	Механизмы активного воздействия микоплазм на защитные системы хозяина

	1. Отсутствие фагоцитоза или незавершенный фагоцитоз.
2. Способность прочно связываться с мембраной инфицированной клетки (биологическая мимикрия).
3. Сходство структур и биохимического состава мембран микоплазм с мембранами клеток эукариот.
4. Наличие в мембране микоплазм антигенов, перекрестно-реагирующих с тканями хозяина.
5. Вариабельность мембранных белков.
	1. ЦПД (цитопатическое действие) на макрофаги

→Нарушение клеточной кооперации в индукции иммунного ответа.
2. ЦТД (цитотоксическое действие) на макрофаги.
3. Суперантигенные свойства
→Глубокие нарушения
иммунного ответа.
4. Стимуляция Т-супрессоров
→Нарушение индукции
иммунного ответа.
5. Неспецифическая стимуляция лимфоцитов
→Срыв толерантности к собственным антигенам.
6. Наличие протеаз, расщепляющих IgA.


Приложение 5

Достоинства и недостатки диагностических методов

	№
	Метод
	Достоинства
	Недостатки

	1
	Микробиологи​ческий метод
	Возможность получения чистой культуры и последующего изучения выделенных штаммов, в частности, их чувствительности к антибиотикам
	1. Низкая чувствительность.
2. Длительность исследования (для М. hominis - 7 дней, для M. pneumoniae - 3 недели).

	2
	РАГА
	1. Экспресс-метод.
2. Высокая чувствительность.
	1. Отсутствие стабильного диагностикума.
2. Необходимость работать с живой культурой возбудителя для получения биомассы и иммунизации животных.

	3
	РИФ
	1. Экспресс-метод.
2. Высокая чувствительность.
3. Наличие диагностических тест-систем.
	1. Некоторый субъективизм в оценке результатов.
2. Зависимость результатов исследования от качества забора материала.

	4
	ПЦР
	Высокая чувствительность
	1. Необходимость иметь специальное оборудование.
2. Зависимость результатов от качества забора материала и используемых реагентов.

	5
	ИФА 
	1. Экспресс-метод.
2. Высокая чувствительность.
3. Наличие отечественных тест-систем.
	Возможна неспецифичность результатов за счет перекрестных реакций с нормальными антителами

	6
	РПГА
	Экспресс-метод
	1. Низкая чувствительность.
2. Отсутствие стабильного диагностикума.
3. Необходимость работать с живой культурой возбудителя для получения биомассы и иммунизации животных.


Приложение 6

Схемы лечения, используемые в клинической практике

	№
	Препарат
	Схема лечения

	1
	Тетрациклин
	500 мг каждые 6 ч - 7 дней

	2
	Доксициклин
	100 мг перорально каждые 12 ч. Первая доза - 300 мг. Курс – 6 дней

	3
	Метациклин
	первая доза 600 мг перорально, затем по 300 мг 3 раза в сутки - 9 дней или по 300 мг 4 раза в сутки

	4
	Миноциклин
	первая доза 0,2 г перорально, затем по 0,1 г 2 раза в сутки -7-10 дней

	5
	Мидекамицин
	0,4 г перорально 3 раза в сутки - 7 - 10 дней

	6
	Эритромицин
	500 мг перорально 4 раза в сутки -14 дней

	7
	Азитромицин
	250 мг перорально 1 раз в сутки - 6 дней

	8
	Кларитромицин (клацид)
	250 мг перорально 2 раза в сутки -10 дней

	9
	Джозамицин
	500 мг перорально 2 раза в сутки -14 дней

	10
	Эрициклин
	500 мг перорально 4 раза в сутки -14 дней

	11
	Рокситромицин
	0,15 г перорально 2 раза в сутки -10 дней

	12
	Ципрофлоксацин
	500 мг перорально 2 раза в сутки - 12 -14 дней или 750 мг 2 раза в сутки - 7 дней

	13
	Офлоксацин
	200 - 400 мг перорально 3 раза в сутки -10 -14 дней

	14
	Ломефлоксацин
	400-800 мг перорально 2-3 раза в сутки – 7-10 дней

	15
	Клиндамицин
	парентерально по 300 мг 2 раза в день 

перорально по 150 мг через каждые 6–8 ч

	16
	Гентамицин
	парентерально по 40 мг каждые 8 ч - 5 дней. Всего 600 мг


Приложение 7

Синонимы лекарственных средств

	1. Макролиды

	Спирамицин
	Ровамицин, Джозамицин, Вильпрафен

	Азитромицин
	Сумамед, Сумазид, Азивок, Зимакс, Зитролит, Азитроцин, Сульмамед-Форте

	2. Фторхинолоны

	Ломефлоксацин
	Ломфлокс, Максаквин, Окацин

	Офлоксацин
	Веро-офлоксацин, Глауфос, Заноцин, Киролл, Офло, Офломакс, Таривид, Тарифедрин, Тарицин, Офлоксин-200, Офлоксин-ICN



	3. Группа тетрациклинов

	Доксициклин
	Вибромицин, Довицин, Доксидар, Доксилан, АПО-Докси, Тетрадокс, Этидоксин, ЮнидоксСолютаб

	4. Группа линкозамиды

	Клиндамицин
	Далацин, Далацин Т, Климицин, Клиндафен
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Список сокращений

АТ – антитела 

АГ - антигены

ВИЧ – вирус иммунодефицита человека

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 
ДНК-аза – дезоксирибонуклеаза

ИППП – инфекции, передающиеся половым путем

ИФА – иммуноферментный анализ

КОЕ – колониеобразующие единицы

ЛПС – липополисахарад

МИК – минимальная ингибирующая концентрация

мРНК – матричная РНК

НГУ – негонококковый уретрит

От-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией

ПЦР – полимеразная цепная реакция

РАГА – реакция агрегатгемагглютинации (для выявления антигенов)

РИФ – реакция прямой иммунофлюоресценции

РПГА – реакция пассивной геммаглютинации

РС-вирус–Респираторнo-синцитиальный вирус человека

РСК – реакция связывания комплемента

УГТ – урогенитальный тракт

ЦИЕ – цветоизменяющие единицы
ЦИК – циркулирующий иммунный комплекс

ЦНС – центральная нервная система

ЦПМ – цитоплазматическая мембрана

ЦПД – цитопатическое действие

ЦТД – цитотоксическое действие

C. trachomatis – Chlamydia trachomatis

Ig A – иммуноглобулин класса А
HLA – гены тканевой совместимости

М. fermentans – Mycoplasma fermentans
M. gallisepticum – Mycoplasma gallisepticum

M. genitalium – Mycoplasma genitalium

M. hominis – Mycoplasma hominis

M. mobile – Mycoplasma mobile

М. salivarium – Mycoplasma salivarium

M. orale – Mycoplasma orale

M. penetrans – Mycoplasma penetrans

M. pneumoniae – Mycoplasma pneumoniaе
U. parvum – Ureaplasma parvum

U. urealyticum – Ureaplasma urealyticum
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3-хслойная





ЦПМ





Белки 


60%





Липиды 


23-35%





Углеводы 


0,2-3,2%





Стеролы


Содержатся в ЦПМ микоплазм в отличие от всех других прокариот





Другие стерины





Холестерин





служат субстратом для получения энергии;


детоксифицируют жирные кислоты, способные вызвать гибель клетки.








Может составлять до 40% от кол-ва всех мембранных липидов.


Содержание холестерина уменьшается по мере старения культуры.


Определяет:


текучесть ЦПМ;


проницаемость ЦПМ;


стабилизирует ЦПМ;


придает эластичность ЦПМ;


проникновение и 


утилизацию жирных кислот.








Заболеванию мочеполовой системы, вызванному микоплазмами и/или уреаплазмами, по МКБ-10 присвоен код – N 34.1 – уретрит неспецифический.








i





Действие детергентов, этанола, специфичных антител в сочетании с комплементом





6) Контакт ЦПМ микоплазм с ЦПМ клеток хозяина





5) Устойчивость к пенициллину и его аналогам, блокирующим синтез клеточной стенки





Приводит к слиянию обеих мембран и обмену компонентами между ними





Позволяет проникать микоплазмам через поры бактериальных фильтров





Свойства микоплазм, обусловленные отсутствием клеточной стенки





3) Пластичность





4)Резистентность





1)  Полиморфизм





Непостоянство и многообразие форм клеток





Неустойчивость (быстрый лизис) при осмотическом шоке





2) Осмотическая чувствительность








