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ИСТОРИЯ ОТКРЫТИЯ MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

1944 г. – из мокроты больного атипичной пневмонией 

выделен новый микроорганизм, получивший 

название «агент Итона».  
 

Маленькие размеры 0,3-0,8 мкм, отсутствие роста на 

стандартных бактериологических средах. 

ВИРУС? 
 

1962 г. – показано губительное действие на «агент 

Итона» антибиотиков хлортетрациклина и 

стрептомицина. 

НОВАЯ БАКТЕРИЯ 
 

В 1962 году удалось культивировать «агент Итона» на 

бесклеточной среде и было определено его 

таксономическое положение как бактерии, 

относящейся к классу Mollicutes, род Mycoplasmas.  
 

МИКРООРГАНИЗМ ПОЛУЧИЛ НАЗВАНИЕ  

MYCOPLASMA PNEUMONIAE 
 

Колонии M.pneumoniae  

[Metwally M.A.., 2014]  

                        M.pneumoniae  

http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2007/wojtowic_trav/  



ОСОБЕННОСТИ  ИНФЕКЦИОННОГО ПРОЦЕССА, 

ВЫЗВАННОГО MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

1.Mycoplasma pneumoniae является этиологическим 

фактором в (5 – 10)% случаев фарингита, ларингита, 

синусита, бронхита, в (40 – 60)% случаев внебольничной 

пневмонии у детей [Жерносек В. Ф., 2013, Kuźma-

Mroczkowska E., 2016, She R. C., 2010].  

2.Возможен инфекционный процесс различной степени 

тяжести: от легких форм до патологических состояний, 

представляющих угрозу для жизни пациента, таких как 

рефрактерная пневмония, острый респираторный 

дистресс-синдром, некротизирующий пневмонит и 

фульминантная пневмония [Saraya T., 2014, Wang M., 

2010].  



3. Инфицирование Mycoplasma pneumoniae 

ассоциировано с развитием бронхиальной астмы 

[Hassan J., 2008, Hsia B. J., 2012].  

4. В 25% случаев инфицирование Mycoplasma 

pneumoniae сопровождается внелегочными 

проявлениями, затрагивающими различные 

органы [Narita M., 2012]. 

5. По данным Parrott G. L. et al., 2016  инфицирование 

Mycoplasma pneumoniae приобретает характер 

скрытых эпидемий с цикличностью 3-5 лет. 

ОСОБЕННОСТИ  ИНФЕКЦИОННОГО ПРОЦЕССА, 

ВЫЗВАННОГО MYCOPLASMA PNEUMONIAE 



МЕХАНИЗМЫ ПАТОГЕННОГО ДЕЙСТВИЯ  

MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

  адгезия к респираторному эпителию, 
 

  активация синтеза провоспалительных 

цитокинов, 
 

  цитопатическое действие в отношении клеток 

респираторного тракта (CARDS-токсин 

Mycoplasma pneumoniae), 
 

  повышенная продукция активных форм 

кислорода, 
 

  поляризация иммунного ответа по Th2 типу  



Успехи в характеристике инфекционных процессов, 

обусловленных Mycoplasma pneumoniae во многом связаны c 

 
 появлением и совершенствованием методических подходов к 

исследованию генома, транскриптома и протеома патогена,   
 

 созданием моделей взаимодействия Mycoplasma pneumoniae с 

клетками человека 

 

Инфицированные 

M.pneumoniae клетки 

нормального 

бронхиального 

эпителия человека  

[Prince O.A., 2014]  



ОСНОВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ ИЗУЧЕНИЯ 

MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

  генотипирование Mycoplasma pneumoniae, 
 

  биомеханические исследования движения и 

адгезии патогена, 
 

  изучение CARDS-токсина, 
 

 выявление механизмов патогенного действия на 

клетки респираторного эпителия, 
 

 изучение генетической вариабельности и 

механизмов регулирования экспрессии 

основных факторов патогенности,  
 

 выявление механизмов образования биопленки 



ГЕНОТИПИРОВАНИЕ MYCOPLASMA PNEUMONIAE 

Геном 800 kb, 700 протеин кодирующих генов,   

8% генома содержит повторяющиеся последовательности 
 

Генетическое сходство штаммов составляет >99%.  

Сравнение нуклеотидных последовательностей 15 секвенированных штаммов М.pneumoniae относительно 

референсного штамма М129 [Xiao L., 2015]  



БИОМЕХАНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  

Адгезины на органелле прикрепления  

M. pneumoniae обеспечивают движение патогена 

вдоль слоя респираторного эпителия [Miyata M., 2016] 

Микрофотографии (А-Е) и 3D модели органеллы 

прикрепления M. pneumoniae [Miyata M., 2016] 



Механизм патогенного действия  
Mycoplasma pneumonia  

• Основан на способности данного микроорганизма устанавливать тесный 

контакт с клетками респираторного эпителия и выделять токсичные для 

клеток метаболиты. 

•  Oдин из таких метаболитов  ̶  Community-Acquired Respiratory Distress 

Syndrome (CARDS) токсин Mycoplasma pneumonia взаимодействует с высокой 

степенью аффинности с SP-A белком сурфактанта, может проникать внутрь 

клеток и оказывать прямое повреждающее действие на клетки респираторного 

эпителия.  

• CARDS токсин путем моно-АДФ рибозилирования модифицирует белки 

клеток-мишеней, как следствие, разрушаются межклеточные контакты, 

нарушается метаболизм клеток, во внутриклеточном пространстве появляются 

признаки вакуализации цитоплазмы и кариопикноза.  

•Помимо прямого повреждающего действия CARDS токсин индуцирует 

воспалительные реакции в респираторном тракте и, через создание 

соответствующего цитокинового окружения, вызывает гиперреактивность 

дыхательных путей. 



COMMUNITY-ACQUIRED RESPIRATORY DISTRESS 

SYNDROME ТОКСИН MYCOPLASMA PNEUMONIAE  

Связывание и поступление CARDS-токсина  

в HeLa клетки [Krishman M., 2013]  

Эффекты CARDS-токсина на морфологию  

СHO клеток [Kannan T.R., 2006]  

 высокая аффинность к протеину А сурфактанта легких (SP-А), 
 

 моно-AДФ-рибозилирующая активность и прямое повреждающее 

действие на клетки респираторного эпителия и альвеолярные макрофаги, 
 

 способность индуцировать воспалительные реакции в респираторном 

тракте и, через создание соответствующего цитокинового окружения, 

вызывать гиперреактивность дыхательных путей   

CARDS-токсин  



ВЛИЯНИЕ MYCOPLASMA PNEUMONIAE И 

РЕКОМБИНАНТНОГО CARDS-ТОКСИНА НА КЛЕТКИ 

ЛЕГОЧНОГО ЭПИТЕЛИЯ ЧЕЛОВЕКА: ЭФФЕКТЫ 

ПРОТЕИНА A СУРФАКТАНТА НА ПАТОГЕННЫЕ 

СВОЙСТВА МИКРООРГАНИЗМА IN VITRO 



Модель эксперимента 
• Mycoplasma pneumoniae является астма- ассоциированным 

микроорганизмом, а действие CARDS-токсина рассматривается как 

действие классического аллергена, то изучалась продукции хемокина 

RANTES и цитокина ИЛ-33, которые вырабатываются клетками 

респираторного эпителия и ассоциированы с развитием аллергических 

заболеваний и астмы. 

• In vitro моделью стала клеточная линия карциномы легких человека 

А549, клетки высевали в 24-луночные планшеты в концентрации 5 x 105 

клеток на лунку.  

• Для инфицирования A 549 клеток использовались суспензии 

Mycoplasma pneumoniae, соответствующие стандартам МакФарланда 

0,5 Ед; 0,25 Ед и 0,1 Ед. Продолжительность инфицирования клеток 

составила 4 часа, затем среду с Mycoplasma pneumonia заменяли на 

среду без микроорганизма. 

•  SP-A белок сурфактанта человека был любезно предоставлен 

доктором Аластером Уотсоном, Саутгемптонский университет, 

Англия.  SP-A белок выделен из БАЛ пациентов с альвеолярным 

протеинозом.  

 



Модель эксперимента 

•Через 24, 48 и 72 часа после инфицирования A 549 клеток 

Mycoplasma pneumonia или инкубирования с rCARDS оценивалась 

экспрессия генов и продукция провоспалительных цитокинов ФНО-

альфа и ИЛ-6 как ключевых цитокинов в инициации воспаления и 

бактерицидных реакций. 

•Инкубирование A 549 клеток с CARDS-токсином. Оценивали 

действие рекомбинантного CARDS токсина в концентрациях 0,05; 

0,5; 5 и 20 мкг на 1 мл среды в лунке планшета с клетками. 

Выживаемость клеток при действии различных доз rCARDS токсина 

оценивалась в тесте с трипановым синим и составила 80% и более 

• Инкубирование A 549 клеток с SP-A.. A 549 клетки, перенесенные в 

24-луночный планшет, инкубировали с 7 мкг SP-A в течение 30 минут. 

Концентрация SP-A находилась в пределах физиологических значений 

его содержания в легких. Затем клетки инфицировали Mycoplasma 

pneumonia или добавляли rCARDS 

 



ИНФИЦИРОВАНИЕ А549 КЛЕТОК MYCOPLASMA 

PNEUMONIAE НА 24-ЛУНОЧНОМ ПЛАНШЕТЕ 
Ряд 1 2 3 4 5 6 

Добавляем 1000 мкл среды в контрольные A1-A6, в остальные 700 мкл среды и 300 мкл 

суспензий MП, соответствующих стандартам МакФарланда 0.1; 0.25 и 0.5 Ед 

A 5 х 105  

без MП 

5 х 105   

без MП 

5 х 105   

без MП 

5 х 105   

без MП 

5 х 105   

без MП 

5 х 105   

без MП 

B 5 х 105  0.1 5 х 105  0.1 5 х 105  0.1 5 х 105  0.1 5 х 105  0.1 5 х 105  0.1 

C 5 х 105 0.25 5 х 105  

0.25 

5 х 105  

0.25 

5 х 105  

0.25 

5 х 105  

0.25 

5 х 105  

0.25 

D 5 х 105  0.5 5 х 105  0.5 5 х 105  0.5 5 х 105  0.5 5 х 105  0.5 5 х 105  0.5 

Инфицирова- 

ние 

4 часа 

  

Удаляем среду с МП, добавляем среду, свободную от МП 

  

Инкубирова-

ние 

24 часа 48 часов 72 часа 



АКТИВАЦИЯ А549 КЛЕТОК РЕКОМБИНАНТНЫМ 

CARDS-ТОКСИНОМ 

Ряд 1 2 3 4 5 6 

A 

контрольный 

планшет 

2 х 105  2 х 105 2 х 105  2 х 105  2 х 105  2 х 105  

A  2 х 105  

0.05 мкг 

2 х 105  
 0.05 мкг 

2 х 105  
 0.05 мкг 

 

2 х 105  
 0.05 мкг 

2 х 105  

0.05 мкг 

2 х 105  

0.05 мкг 

 

B 2 х 105  
 0.5 мкг 

2 х 105  
 0.5 мкг 

2 х 105  

0.5 мкг 

2 х 105  
 0.5 мкг 

2 х 105  

0.5 мкг 

2 х 105  

0.5 мкг 

C 2 х 105  

5 мкг 

2 х 105  
 5 мкг 

2 х 105  

5 мкг 

2 х 105  

5 мкг 

2 х 105  
 5 мкг 

2 х 105  
 5 мкг 

D  2 х 105  
 20 мкг 

2 х 105  

20 мкг 

2 х 105  
 20 мкг 

2 х 105  

20 мкг 

2 х 105  

20 мкг 

2 х 105  

20 мкг 

Инкубирова-

ние 

24 часа 48 часов 72 часа 



ПРЕИНКУБИРОВАНИЕ А549 КЛЕТОК С SP-A И ИНФИЦИРОВАНИЕ 

MYCOPLASMA PNEUMONIAE 
Ряд 1 2 3 4 5 6 

Добавляем 500 мкл среды с nhSP-A во все лунки, инкубируем 30 мин 

A 5 x 105 7 мкг 5 x 105 7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 

B 5 x 105 7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 

C 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 

D 5 x 105 7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 5 x 105  7 мкг 

Добавляем 500 мкл среды в A1-A6 в качестве контроля, в остальные 300 мкл суспензии MП и 200 мкл среды 

A 5 x 105  7 мкг 

без MП 

5 x 105  7 мкг 

без MП 

5 x 105  7 мкг 

без MП 

5 x 105 7 мкг 

без MП 

5 x 105  7 мкг 

без MП 

5 x 105 7 мкг 

без MП 

B 5 x 105   

7 мкг 0.1 

5 x 105   

7 мкг 0.1 

5 x 105   

7 мкг 0.1 

5 x 105   

7 мкг 0.1 

5 x 105   

7 мкг 0.1 

5 x 105   

7 мкг 0.1 

C 5 x 105  
 7 мкг 0.25 

5 x 105  
 7 мкг 0.25 

5 x 105  

7 мкг 0.25 

5 x 105  
 7 мкг 0.25 

5 x 105  

7 мкг 0.25 

5 x 105  

7 мкг 0.25 

D 5 x 105  
 7 мкг 0.5 

5 x 105  

7 мкг 0.5 

5 x 105  

7 мкг 0.5 

5 x 105  

7 мкг 0.5 

5 x 105  

7 мкг 0.5 

5 x 105  

7 мкг 0.5 

Инфицирование 4 часа 

Удалить среду с MП, добавить среду без MП 

  

Инкубирование 24 часа 48 часов 72 часа 



ПРЕИНКУБИРОВАНИЕ А549 КЛЕТОК С SP-A И АКТИВАЦИЯ CARDS-ТОКСИНОМ 

Ряд 1 2 3 4 5 6 

Добавляем 500 мкл среды с nhSP-A во все лунки, преинкубируем 30 минут 

B контрольный 

планшет 

2 x 105 7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 

A  2 x 105 7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 

B  2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105 7 мкг 

C  2 x 105 7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 

D  2 x 105  7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 

Добавляем 500 мкл среды в B1-B6 контрольного планшета и 500 мкл среды с rCARDS в остальные лунки 

B контрольный 

планшет 

2 x 105 7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105 7 мкг 2 x 105  7 мкг 

 

2 x 105  7 мкг 2 x 105  7 мкг 

A  2 x 105  7 мкг 

0.05 мкг 

2 x 105  7 мкг 

 0.05 мкг 

2 x 105  7 мкг 

 0.05 мкг 

2 x 105  7 мкг 

 0.05 мкг 

2 x 105  7 мкг 

0.05 мкг 

2 x 105   7 мкг  

0.05 мкг 

B  2 x 105   7 мкг 

 0.5 мкг 

2 x 105  7 мкг 

0.5 мкг 

2 x 105  7 мкг 

0.5 мкг 

2 x 105 7 мкг 

0.5 мкг 

2 x 105  7 мкг 

0.5 мкг 

2 x 105  7 мкг 

0.5 мкг 

C  2 x 105   7 мкг 

5 мкг 

2 x 105  7 мкг 

5 мкг 

2 x 105  7 мкг 

5 мкг 

2 x 105  7 мкг 

 5 мкг 

2 x 105   7 мкг 

5 мкг 

2 x 105   7 мкг 

5 мкг 

D  2 x 105   7 мкг 

20 мкг 

2 x 105 7 мкг 

20 мкг 

2 x 105   7 мкг 

20 мкг 

2 x 105  7 мкг 

20 мкг 

2 x 105  7 мкг 

20 мкг 

2 x 105  7 мкг 

20 мкг 

Инкубирование 24 часа 48 часов 72 часа 

Через 24, 48 и 72 часа после инфицирования A549 клеток Mycoplasma pneumoniae или 

инкубирования с rCARDS оценивалась экспрессия генов и продукция провоспалительных 

цитокинов ФНО-α, ИЛ-6, RANTES и ИЛ-33. 



Условия 

эксперимента 

24 часа 48 часов 72 часа 

Mp 0,1 Eд 1,5 [1,3;2,8] 2,7 [2,2;4,5] 2,1 [1,75;3,25] 

SP-A+Mp 0,1 Eд 0,2* [0,15;0,3] 2,8 [2,35;3,0] 1,8 [1,45;2,05] 

Mp 0,25 Eд 2,2 [1,75;3,55] 3,2 [2,5;3,8] 6,8 [3,85;8] 

SP-A+Mp 0,25 Eд 0,4* [0,35;0,5] 5,7 [3,8;6,7] 3,3 [2,8;3,75] 

Mp 0,5 Eд 10,3 [9,35;11,65] 5,2 [4,95;7,4] 5,4 [4,25;8,9] 

SP-A+Mp 0,5 Eд 0,3* [0,25;0,4] 3,9 [3,4;6,15] 6,3 [4,45;6,6] 

CARDS 0,05 6,4 [4,5;7,7] 1,4 [1,15;4,2] 2,2 [1,8;2,55] 

SP-A+CARDS 0,05 15,3* [12,85;18,85] 7,3 [5,05;10,6] 3,5 [2,85;4,65] 

CARDS 0,5 8,5 [6,6;10,45] 3,7 [2,9;6,2] 4,9 [3,8;5,1] 

SP-A+CARDS 0,5 35,4* [29,85;38,8] 17,4 [10,3;20,3] 6,4 [5,85;12,9] 

CARDS 5 22,5 [18,95;24,25] 10,7 [9,75;12,15] 7,7 [6,8;8,65] 

SP-A+CARDS 5 68,4* [62,55;71,85] 47,3* [35,95;51,65] 25,2* [23,9;33,35] 

CARDS 20 53,7 [49,25;56,35] 32,6 [30,9;36,95] 16,8 [15,55;20,15] 

SP-A+CARDS 20 164,8* [149,15;185,55] 143,6* [96,6;228,9] 57,2* [49,25;86,25] 

Экспрессия RANTES (2-ΔΔСt) А549 клетками в экспериментах с Mycoplasma 

pneumoniae и CARDS-токсином, Me [Q25; Q75] 

Примечание: * - различия значимы с уровнем значимости р<0,05 



Экспрессия (2-ΔΔСt) ФНО-α (а,б) и ИЛ-6 (в,г)  А549 клетками при 

действии CARDS-токсина в концентрациях  

5 мкг/мл (а,в) и 20 (б,г) мкг/мл 
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Уровни ИЛ-33 (пг/мл) в супернатантах А549 клеток через 48 часов после 

инфицирования Mycoplasma pneumoniae в концентрациях 0,1; 0,25 и 0,5 Ед 

МакФарланда или действия CARDS-токсина: 0,05; 0,5; 5 и 20 мкг/мл  



1. А549 клетки реагируют на инфицирование Mycoplasma 

pneumoniae и действие CARDS-токсина выработкой цитокинов, 

которые принимают участие в регуляции воспаления и 

иммунного ответа. 

2. Спектр и динамика выработки цитокинов в параллельных 

экспериментах с Mycoplasma pneumoniae и CARDS отличались, 

что может свидетельствовать о том, что для реализации 

патогенного потенциала Mycoplasma pneumoniae значимо не 

только присутствие жизнеспособного патогена, но и выделение 

в биотоп инфицирования основного фактора патогенности 

Mycoplasma pneumoniae – CARDS-токсина.  

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ВЫВОДЫ 



3. Действие CARDS-токсина оказывало наиболее существенное 

активирующее влияние в отношении продукции 

провоспалительных цитокинов А549 клетками. Присутствие в 

среде культивирования CARDS-токсина в концентрациях 5 и 20 

мкг/мл сопровождалось увеличением экспрессии ФНО-α, ИЛ-6, 

хемокина RANTES, ИЛ-33.  

4. Mycoplasma pneumoniae в отсутствии CARDS-токсина была не 

способна индуцировать выработку А549 клетками таких 

провоспалительных цитокинов, как ФНО-α, ИЛ-6, при этом 

действие патогена сопровождалось повышенной экспрессией 

RANTES, ИЛ-33.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ВЫВОДЫ 
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