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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ Г.Р. САДРТДИНОВОЙ «АГРЕГАЦИЯ БАКТЕРИЙ KLEBSIELLA OXYTOCA 
И KLEBSIELLA PNEUMONIAE ПОД ВЛИЯНИЕМ ХИМИЧЕСКОГО ФАКТОРА» (с. 377–381)

а б

Рисунок 3. Окраска мазков Klebsiella pneumoniae № 244
а) окраска образованной бляшки генцианвиолетом; б) окраска контроля по Граму.

Рисунок 1. Рост на МПБ при воздействии дезинфектанта 0,5%, 1%, 2% (слева направо)
a) Klebsiella pneumoniae № 5006; б) Klebsiella oxytoca № 2.

а б

Рисунок 2. Рост Klebsiella pneumoniae № 244 на МПА после обработки дезинфектантом
а) 0,5%; б) 1%; в) 2%.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЕ 

ОСОБЕННОСТИ ВИРУСНОГО ГЕПАТИТА В

В.В. Герасимова1, И.А. Левакова2, М.А. Бичурина2, Н.Р. Максимова1

1 ФГАОУ ВПО Северо-Восточный федеральный университет им. М.К. Аммосова, г. Якутск, Россия
2 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Вирусный гепатит В является серьезной проблемой здравоохранения всего мира, России и ее регионов. 

Причиной этого является его широкая распространенность в разных этнических и географических группах, 

разнообразие проявления клинических форм, а также исходов. По данным ВОЗ, около 50 млн человек в мире 

ежегодно заражаются вирусом гепатита В. Развитие молекулярно-генетических методов исследования позволи-

ло расширить представления о биологии возбудителя. Генетическая вариабельность генома вируса гепатита В 

привела к появлению 10 различных географически распространенных генотипов, которые обозначены буквами 

от А до J. Внутри ряда генотипов выявлены субгенотипы, отличающиеся между собой на 4–8% полных геном-

ных последовательностей. В работе дана таблица географической распространенности различных генотипов 

вируса гепатита В в мире. Географическое распределение генотипов вируса гепатита В тесно связано с энде-

мичными регионами и коренным населением, проживающим в них. Так генотипы В и С связаны с населением 

азиатских стран, генотипы А и D распространены среди европейских стран и в США. Генотип D является пре-

обладающим типом среди пациентов с гепатитом В в различных регионах Турции. Филогенетический анализ 

нуклеотидных последовательностей изолятов вируса гепатита В в африканских регионах показал наличие трех 

субгенотипов — А1, А2, А3. В странах Азии распространено шесть субгенотипов В: В1 — в Японии, В2–В5 и В7 — 

в Восточной Азии. Субгенотип В6 встречается среди коренных народов, проживающих в арктических регионах, 

в том числе на Аляс ке, севере Канады и в Гренландии. Генотип С имеет пять серотипов (С1–С5), которые рас-

пространены в Восточной и Юго-Восточной Азии. Генотип D также имеет пять субгенотипов (D1–D5), которые 

распространены в Африке, Индии, Средиземноморском регионе, Европе. Генотип F имеет четыре субгенотипа 

(F1–F4), которые циркулируют в Центральной и Южной Америке. Субгенотипы пока не выявлены среди гено-

типов E, G, H, I и J. На территории Российской Федерации циркулируют 3 генотипа вируса гепатита В (А, С, D). 

Среди них доминирует генотип D, распространенность которого составляет 88%.

Ключевые слова: вирусный гепатит В, молекулярная эпидемиология, генотип, субгенотипы, вирусная нагрузка, мутации.

MOLECULAR-EPIDEMIOLOGICAL FEATURES OF HEPATITIS B VIRUS

Gerasimova V.V.a, Levakova I.A.b, Bichurina M.A.b, Maksimova N.R.a

a North-Eastern Federal University named after M.K. Ammosov, Yakutsk, Russia
b St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russia

Abstract. Hepatitis B virus is a serious issue of public health services all over the world, particularly in Russia and its regions. 

The cause can be determined due to its higher incidence rate in different ethnic and geographical groups, variety of mani-

festation of clinical forms as well as outcomes. According to WHO data, about 50 million people in the world are annually 

infected with hepatitis B virus. Development of molecular-genetic methods of research has allowed to expand representations 

about the activator biology. Genetic variability of hepatitis B virus genome has been subject to identification of 10 various 

geographically widespread genotypes designated by letters from A to J. In a number of genotypes subgenotypes differing from 

one another on 4–8% full genome sequences are revealed. In the work a table of geographical prevalence of various genotypes 
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of hepatitis B virus in the world is presented. The geographic distribution of genotypes of hepatitis B virus is closely connected 

with endemic regions and indigenous population, living there. So the genotypes B and C are connected with the population 

of Asian countries, genotypes A and D are extended among European countries and in the USA. The genotype D is consid-

ered to be a prevailing type among patients with hepatitis B in several regions of Turkey. The phylogenetic analysis of nucleo-

tide sequences of hepatitis B virus isolates in African regions has shown presence of three subgenotypes — А1, А2, А3. In the 

countries of Asia the following six subgenotypes B are noted: В1 in Japan, В2–В5 and В7 in East Asia Subgenotip B6 is found 

among indigenous population living in the Arctic regions, including Alaska, northern Canada and Greenland. The genotype 

C has five serotypes (С1–С5) which are extended in East and South East Asia. The genotype D, also has five subgenotypes 

(D1–D5) which are extended in Africa, India, the Mediterranean region, Europe. Genotype F has four subgenotypes (F1–

F4) which circulate in Central and the South America. Subgenotypes are not revealed among genotypes E, G, H, I and J. 

In the territory of the Russian Federation the highest incidence of hepatitis B virus is noted in 3 genotypes (A, C, D). Among 

them the genotype D comprising 88% of them is the prevailing one.

Key words: hepatitis B virus, molecular epidemiology, genotypes, subgenotypes, virus loading, mutations.

Гепатит В — инфекция человека, возбуди-

телем которой является вирус гепатита В. Ха-

рактерными симптомами в клинически выра-

женных случаях признаны острые поражения 

печени и интоксикация. Однако у широко рас-

пространенного заболевания, вызываемого ви-

русом гепатита В, выявлено большое количество 

клинических проявлений и исходов [1].

Такие факторы, как генотип вируса гепатита В 

(ВГВ), вирусная нагрузка и специфические вирус-

ные мутации, влияют на прогрессирование за-

болевания. Известно, что генотип ВГВ не только 

влияет на прогноз клинических исходов заболева-

ния и эффективность лечения интерфероном.

Генетическая вариабельность генома ВГВ по-

зволяет развиваться различным генотипам, суб-

генотипам и серотипам вследствие эволюции 

генома вируса, на который оказывают влияние 

многообразные селективные факторы. Сегодня 

определены 10 различных географи чески распро-

страненных генотипов ВГВ, идентифицируемых 

латинскими буквами от А до J [21]. В нуклеотид-

ной последовательности полных геномов ВГВ раз-

личных генотипов отмечены различия не менее 

чем на 8%. Проведенные исследования генотипов 

ВГВ А, В, С, D и F способствовали определению 

внутри них ряда субгенотипов, неидентичность 

полных геномных последовательностей, которых 

составляет от 4 до 8%. Кроме того, показано, что 

при одновременной инфекции, вызванной виру-

сами гепатита В различных генотипов, могут об-

разовываться рекомбинантные генотипы [19, 43].

Острая инфекция, вызванная генотипами 

А и D ВГВ, приводит к более высокой часто-

те хронизации, чем вызванная генотипами В 

и С [30]. Пациенты с генотипами С и D, в отли-

чие от больных с генотипами А и В, имеют более 

низкие показатели спонтанной сероконверсии 

(HBeAg в анти-НВе). Генотип С ВГВ имеет более 

высокую частоту мутаций в основном промоторе 

гена С (ВСР) А1762Т/G1764A и демонстрирует бо-

лее высокую вирусную нагрузку, чем генотип В 

[30]. Аналогичным образом, генотип D имеет бо-

лее высокую распространенность мутации в об-

ласти (ВСР) А1762Т/G1764A, чем генотип А. Эти 

наблюдения позволяют предположить важные 

различия в патогенезе инфекций, вызванных 

разными генотипами ВГВ. Определенные гено-

типы, например, С и D, могут способствовать 

более тяжелому течению заболеваний печени, 

в том числе формированию цирроза и гепато-

целлюлярной карциномы (ГЦК). Кроме того, 

пациенты, инфицированные генотипами А и В, 

лучше отвечают на интерферонотерапию, чем 

пациенты с генотипами С и D [30].

Следовательно, определение генотипа возбу-

дителя у пациентов с хронической ВГВ-инфек-

цией может помочь практикующим врачам опре-

делить лиц, подверженных риску прогресси-

рования заболевания, и назначить оптимальную 

противовирусную терапию.

В клинической картине заболевания, путях 

передачи вируса, характеристике каждой фазы 

заболевания, ответной реакции на противови-

русную терапию, развитии цирроза и гепатоцел-

люлярной карциномы наблюдаются существен-

ные различия, зависящие от географического 

положения, о чем свидетельствуют данные, по-

лученные в Азии, Западной Европе, Северной 

Америке и Африке (табл.) [26].

В 1988 г. Х. Окамото и другие предложили пер-

вую генетическую классификацию для штаммов 

ВГВ — определение генотипа как вирусной по-

следовательности с нуклеотидным межтиповым 

расхождением более чем на 8% в расчете на весь 

геном. Позже Х. Нордер было предложено ну кле-

отидное расхождение на 4,2% с использованием 

последовательности поверхностного гена S [33]. 

Согласно их открытию, для каждого нового ге-

нотипа был определен тот же критерий обозна-

чения буквами в алфавитном порядке от А до J.

Однако учитывая широкое разнообразие гено-

мов ВГВ по всему миру, несколько авторов предло-

жили уточнить критерии определения и описания 

конкретного генотипа/субгенотипа [27, 32, 38, 39].

Ф. Курбанов и др. поддержали эту идею 

и предложили свои рекомендации: использова-

ние целых последовательностей генома, расхож-

дение ≥ 7,5% для обозначения генотипов и от > 4 

до < 7,5% в случае субгенотипов [28]. Географи-

ческое распределение генотипов ВГВ рассматри-

вается в тесной связи с эндемичным регионом 
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и коренным населением: генотипы В и С ВГВ 

связаны с населением азиатских стран, а гено-

типы А и D распространены среди европейских 

стран и в США [35]; генотипы Е и F обнаружива-

ются в странах Африканского континента и Аме-

рики (Центральная и Южная Америка) [34]. ВГВ 

генотипа G впервые обнаружен во Франции [40], 

но распространился повсеместно, а ВГВ геноти-

па H впервые был выявлен в Центральной Аме-

рике [13]. Высока распространенность ВГВ гено-

типа G в Северной и Южной Америке, особенно 

среди населения Мексики [37].

В Китае генотипы B, C и D ВГВ распределены 

следующим образом: преобладающий генотип B 

(67,12%), на втором месте — С (32,19%) и в незна-

чительном проценте генотип D (0,68%) [31].

В работе французских ученых изучалась мо-

лекулярная эпидемиология инфекции ВГВ 

на острове Мартиника. С этой целью образцы 

крови у 86 инфицированных ВГВ пациентов 

из центральных больниц острова были ретро-

спективно проанализированы: прямое секве-

нирование области pre-S1 или pre-core/core или 

полное секвенирование генома, после чего был 

выполнен филогенетический анализ. Были выяв-

лены генотипы: ВГВ/A1 (68,6%), ВГВ/A2 (10,5%), 

ВГВ D (D3 и D4) (8,1%), ВГВ/F (3,5%), а также 

ВГВ/E (2,3%) — в двух изолятах, выделенных 

от двух западноафриканских пациентов [18].

Гепатит В представляет собой важную про-

блему здравоохранения в странах Магриба (Ал-

жир, Ливия, Мавритания, Марокко и Тунис). 

Эззикури С., Пино П., Банжеллон С. [22] изучи-

ли молекулярные особенности вирусных штам-

мов, циркулирующих в регионе. Анализ данных 

показывает, что в регионе Магриба широко рас-

пространены генотип D, подтип D7, преоблада-

ют мутации в рre-core/core области генома ВГВ.

Генотип  D является преобладающим типом 

среди пациентов с гепатитом В в различных ре-

гионах Турции [21].

Результаты исследований, проведенных в Ита-

лии, показали следующее распределение геноти-

пов, выделенных от больных ВГВ: 53% — гено-

тип D, 44% — генотип А и 3% — генотип Е [23].

Филогенетическим анализом S-генных по-

следовательностей определены генотипы E и А 

ВГВ, которые распределились следующим обра-

зом: Е — 87% и А — 13% в Кот-д’Ивуаре; Е — 100% 

в Гане и 33% в Камеруне. Среднее и максималь-

ное различие между нуклеотидными последова-

тельностями ВГВ E оказались равны 1,9 и 6,4% 

соответственно, что свидетельствует о бóльшем 

генетическом разнообразии внутри этого гено-

типа, чем сообщалось ранее (р < 0,001) [24].

Филогенетический анализ нуклеотидных 

последовательностей изолятов ВГВ с Африкан-

ского континента подтвердил предположение 

о распространении субгенотипов A1, A2, A3 [24].

Изучение геномной гетерогенности вируса ге-

патита В стало одним из важнейших вопросов 

в исследованиях в Марокко [17], направленных 

на понимание связи между мутантами ВГВ и ши-

роким спектром клинических и патологических 

состояний, связанных с инфекцией ВГВ. Гено-

типы ВГВ были определены у 221 хроничес кого 

носителя с использованием INNO-LiPA HBV 

анализа и ПЦР. Филогенетический анализ про-

водили на 70 изолятах, мультиплексный метод 

ПЦР использовался для подтверждения некото-

рых результатов генотипирования. Распределение 

генотипов было следующим: D — в 90,5% случаев, 

Е — 1 случай (5,9%), и смешанные генотипы (5 A/D 

и 2 D/F) — 3,2% больных. ВГВ в образцах с геноти-

пом D могут быть отнесены к D7 (63,3%), D1 (32,7%) 

и по 2% штаммов к D4 и D5. Все изоляты геноти-

па А принадлежат к А2 субгенотипу. Изоляты ге-

нотипа E субгенотипировать не удалось. При из-

учении 70 исследованных штаммов в геноме му-

тации были обнаружены в 88,6% случаях, в том 

числе мутации в стоп-кодоне PC — у 40% больных, 

у 21,5% присутствовала смесь геномов дикого типа 

и мутации G1896A BCP. В целом, мутации в облас-

ти ВСР были обнаружены в 65,7% случаев [17].

В Японии генотипы В и С являются преобла-

дающими генотипами у больных хроничес ким 

гепатитом В [42]. В целом, генотип В вируса ГВ 

широко распространен в странах Азии, имеет 

место распространение шести подтипов геноти-

па В: В1 — в Японии, В2–В5, В7 — в Восточной 

Азии. Субгенотип В6 встречается среди корен-

ных народов, проживающих в арктических ре-

гионах, в том числе на Аляс ке, севере Канады 

и в Гренландии.

Генотип А широко распространен в странах 

Африки южнее Сахары (подтип А1), Северной 

Европе (подтип А2) и Западной Африке (подтип 

А3). Генотипы В и С широко распространены 

в Азиатско-Тихоокеанском регионе. Показатели 

распространенности генотипов В и С изменяют-

ся среди различных азиатских стран [29]. Напри-

ТАБЛИЦА. ГЕОГРАФИЧЕСКАЯ 

РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ ГЕНОТИПОВ ВИРУСА 

ГЕПАТИТА В

Генотип 

ВГВ
Географическое распространение

A
США, Центральная Африка, Индия, Северо-
Западная Европа

B1 Китай, Индонезия
B2 Вьетнам

C
Восточная Азия, Корея, Китай, Япония, 
Тайвань, Вьетнам, Полинезия, Австралия, США

D
Россия, Среднеземноморье, Средний Восток, 
Индия, США

E Западная Африка

F
США (редко), Центральная и Южная Америка, 
Полинезия

G Европа, США (редко)
H Центральная и Южная Америка
I Вьетнам, Лаос
J Япония
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мер, генотип С ВГВ является более распростра-

ненным, чем генотип B в Китае, Японии и Ко-

рее, в то время, как генотип B является более 

распространенным генотипом в Тайване и Вьет-

наме [30]. Особо следует отметить тот факт, что 

почти все больные хроническим гепатитом B 

в Корее инфицированы генотипом C [29].

Генотип С, имеющий подтипы C1–C5, нахо-

дят в Восточной и Юго-Восточной Азии.

Генотип D, который имеет подтипы D1–D5, 

распространен в Африке, Индии, Средиземно-

морском регионе, Европе.

Распространенность генотипа E ограничи-

вается регионом Западной Африки. Генотип F, 

который имеет 4 подтипа (F1–F4), циркулирует 

в Центральной и Южной Америке; генотип G — 

во Франции, Германии, США; генотип Н — 

в Центральной Америке [20, 25]. Позднее гено-

тип I был выделен во Вьетнаме и Лаосе [36] и ге-

нотип J — в Японии [41].

Исследования распространения отдельных 

генотипов вируса ГВ на территории России не-

многочисленны.

По результатам молекулярно-генетических 

исследований, проводимых в стране с участием 

Референс-центра по мониторингу за гепатита-

ми, установлено, что на территории Российской 

Федерации циркулируют 3 генотипа вируса ге-

патита В (D, А, С). Из трех генотипов вируса ГВ, 

встречающихся на территории страны во всех 

федеральных округах с разными популяцион-

ными частотами, доминирует генотип D (так 

же, как и в Европе, Украине, Средней Азии), рас-

пространенность которого в целом по России со-

ставляет около 88% [11].

На территории Северо-Западного региона 

России (Санкт-Петербурге, Ленинградской об-

ласти и Республике Карелия) преимуществен-

ным генотипом ВГВ является генотип D — 

81,0%, доля генотипа А составляет 16,4% и микст 

D+А — 2,7% [3, 4].

Изучение нуклеотидных последовательнос-

тей вирусной ДНК в 143 ВГВ-положительных 

образцах, отобранных в 5 регионах Сибири, по-

казало, что 130 (90,9%) из них принадлежали 

к генотипу D, 10 (7%) — к генотипу С, 3 (2,1%) — 

к генотипу А. 120 из 130 изолятов генотипа D ВГВ 

были отнесены к субгенотипам D1 (34,3%), D2 

(22,4%), D3 (27,3%), в 10 (7%) изолятах генотипа D 

субгенотип не был установлен. Полученные дан-

ные говорят в пользу существования нескольких 

различных источников инфекции ВГВ в популя-

циях коренного населения Сибири [10].

Определение первичной структуры 42 изоля-

тов ВГВ, выделенных у пациентов инфекцион-

ного отделения городской больницы г. Барнау-

ла, показало доминирование генотипа D (97,6%) 

и 2,4% относились к генотипу А [2].

Данные, полученные при изучении геноти-

пов ВГВ у коренных народностей Сибири, по-

казали, что генотип D встречается у 98% населе-

ния, генотипы А и С — по 1% каждый [6, 7].

В Республике Саха (Якутия) у больных ХГВ 

были обнаружены 3 генотипа ВГВ, генотип D 

составил — 38%, А — 24,1%, С — 24,1%. По ре-

зультатам проведенных исследований выявлена 

коинфекция генотипами А и D, доля которого 

составила 13,8%. Высокая эндемичность среди 

населения Якутии по гепатиту В возможно яв-

ляется причиной большого числа случаев ин-

фицирования двумя генотипами одновременно, 

а также может быть причиной высокого риска 

повторного заражения [12].

Независимо друг от друга отдельными груп-

пами авторов проведено определение генотипов 

ВГВ у пациентов с хроническими формами НВ- 

вирусной инфекции. Так, С.И. Семенов и соавт. 

[8, 13], изучив 16 изолятов, выделенных у боль-

ных из Усть-Алданского района методом «гнез-

довой» ПЦР, обнаружили присутствие 3 геноти-

пов вирусного гепатита В: А (44%), D (44%) и С 

(12%). В работах С.С. Слепцовой [15] определены 

2 генотипа с частотой — D (66,7%), А (33,3%).

У эвенков, проживающих в Нерюнгринском 

районе, южной части Якутии, выделен только 

генотип D ВГВ [5].

По результатам выборочных исследований сре-

ди якутской популяции выявлено наличие 3-х 

генотипов ВГВ: генотип D — 30,9%, генотип А — 

27,3%, генотип С — 24,1%, а также генотип ни А 

ни D — 17,7%. Данные исследований также пока-

зали наличие смешанных форм генотипов А и D, 

генотипов А и С в остальных случаях [14].

Таким образом, на примере возбудителя ви-

русного гепатита В раскрывается возможность 

и перспектива использования молекулярно-гене-

тических подходов для изучения характеристики 

эпидемического процесса при этой инфекции.
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Rgg-ПОДОБНЫЕ БЕЛКИ-РЕГУЛЯТОРЫ 

ТРАНСКРИПЦИИ ГЕНОВ STREPTOCOCCUS spp.

А.В. Дмитриев1,2, М.C. Шосси3, О.В. Калинина4,5
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Санкт-Петербург, Россия
3 Университет Южной Дакоты, г. Вермиллион, США
4 ФГБУ Северо-Западный федеральный медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова МP РФ, 

Санкт-Петербург, Россия
5 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Способность патогенных и условно-патогенных бактерий выживать и размножаться в различных эколо-

гических нишах, успешно адаптироваться к изменяющимся условиям окружающей среды, колонизировать раз-

нообразные органы и ткани и вызывать многочисленные заболевания у человека и животных, вплоть до тяжелых 

инвазивных поражений, обусловлено, в частности, наличием у них особых белков, обеспечивающих регуляцию 

транскрипции генов. В данном обзоре обобщены имеющиеся в литературе данные об Rgg-семействе (семействе 

TIGR01716, The Institute for Genomic Research, http://www.jcvi.org) белков-регуляторов транскрипции генов у ряда 

грамположительных бактерий с невысоким G+C составом генома: Streptococcus gordonii, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mutans, Streptococcus thermophilus, Streptococcus suis, Streptococcus pyogenes. Белки 

этого семейства на N-терминальном конце молекулы содержат область «спираль-поворот-спираль» (helix-turn-

helix, HTH), которая связывается с промоторными областями генов и тем самым регулирует их транскрипцию. 

В работе обсуждены механизмы регуляции транскрипции генов, опосредованной Rgg-подобными белками, 

и показана значимость определенных аминокислот для проявления ими своих функциональных свойств. Rgg-

подобные белки участвуют в регуляции транскрипции генов вирулентности, генов, обеспечивающих различные 

пути метаболизма, генов компетентности, генов, участвующих в ответе на неблагоприятные условия окружаю-

щей среды, генов, обеспечивающих образование биопленок и др. Кроме того, Rgg-подобные белки могут участво-

вать в реализации «чувства кворума» у бактерий. Rgg-подобные белки регулируют экспрессию не только генов, 

смежно расположенных с rgg, но и генов, расположенных в различных участках генома. Rgg-подобные белки раз-

личных бактериальных видов обладают определенной степенью гомологии, а их гены передаются, по-видимому, 

путем горизонтального переноса. Функциональная активность Rgg-подобных белков часто характеризуется 

штаммовой специфичностью, что подразумевает комплексный механизм Rgg-опосредованной регуляции транс-

крипции генов у грамположительных бактерий и вовлеченность этих белков в разветвленную регуляторную сеть. 

В работе также обсуждена роль Rgg-подобных регуляторов транскрипции в контроле вирулентных свойств грам-

положительных бактерий, и на примере большинства из них показана функциональная значимость этих белков 

в процессе взаимодействия бактерий с организмом человека. С учетом данного обстоятельства, Rgg-подобные 

белки (или их гены или транскрипты) могут расцениваться в качестве мишеней для создания инновационных 

лечебных препаратов селективного действия против различных бактериальных инфекций.

Ключевые слова: стрептококки, Rgg-семейство, белки-регуляторы, транскрипция генов, метаболизм, вирулентность.
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Abstract. An ability of pathogenic bacteria to survive in different ecological niches, to successfully adapt to changing envi-

ronments, to colonize different organs and tissues, and to cause numerous diseases in human and animals including severe 

invasive diseases is provided, in particular, by the presence of specific proteins involved in regulation of gene transcription. 

This review summarizes the current data on the Rgg-family (TIGR01716 family, The Institute for Genomic Research, 

http://www.jcvi.org) of regulatory proteins encoded by some of the low G+C gram positive bacteria such as Streptococcus 

gordonii, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mutans, Streptococcus thermophilus, Streptococ-

cus suis and Streptococcus pyogenes. Proteins of this family has helix-turn-helix (HTH) motif at N-terminus which is able 

to bind promoter regions of the genes and regulate their transcription. The mechanisms of Rgg-dependent transcriptional 

regulation and the role of certain amino acids for functioning of Rgg-like proteins are discussed. The Rgg-like regulators 

have evolved to regulate diverse set of genes associated with virulence, metabolism, stress response, competence, biofilm 

formation, etc. The Rgg-like regulators are also involved in quorum sensing. Rgg-like proteins regulate not only the genes 

located adjacently to rgg, but also distantly located genes. Rgg-like proteins of different bacterial species have certain se-

quence similarity, and it is suggested that their genes are horizontally acquired. Rgg-dependent transcriptional regulation 

varies in a strain- and species-specific manner that supports the hypothesis of the complexity of transcriptional regulation 

in gram-positive bacteria. The current review also discusses the role or Rgg-like regulators in control of virulent properties 

of gram-positive bacteria and their interaction with human host. Given the importance of Rgg-like regulators for viru-

lence, these proteins (their genes or transcripts) can be considered as targets for development of the novel selective agents 

against different bacterial infections.

Key words: streptococci, Rgg-family, regulatory proteins, gene transcription, metabolism, virulence.

Введение

В течение последних десятилетий присталь-

ное внимание уделяется регуляции транс-

крипции генов, участвующих в биосинтезе 

и метаболизме различных субстратов, в ответе 

на неблагоприятные условия окружающей сре-

ды, генов вирулентности и др., у патогенных 

и условно-патогенных бактерий, в том числе, 

у грамположительных кокков — Streptococcus 

pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus 

agalactiae, Streptococcus mutans и др. [1, 42]. Ис-

пользуя различные механизмы регуляции 

транскрипции генов, эти бактерии способны 

выживать и размножаться в различных эколо-

гических нишах, успешно адаптироваться к из-

меняющимся условиям окружающей среды, 

колонизировать разнообразные органы и ткани 

и вызывать многочисленные заболевания у че-

ловека и животных, вплоть до тяжелых инва-

зивных поражений [23, 51].

Одним из механизмов адаптации, широко 

распространенным среди бактерий и являю-

щимся критически важным для их выжива-

ния в неблагоприятных условиях, является 

регуляция транскрипции посредством двух-

компонентных регуляторных систем, со-

стоящих из двух белков: гистидинкиназы 

и ДНК-связывающего белка-регулятора [10]. 

Гистидинкиназа служит сенсорным белком, 

в молекуле которого в ответ на изменяющие-

ся условия окружающей среды аутофосфори-

лируется консервативный остаток гистидина. 

Далее фосфатная группа переносится на ДНК-

связывающий белок-регулятор, приводя к его 

конформационным изменениям, в результате 

чего он начинает функционировать в качестве 

регулятора транскрипции генов (активатора 

или репрессора) за счет связывания с их промо-

торами через HTH (helix-turn-helix, «спираль-

поворот-спираль») домен.

Другой способ регуляции транскрип-

ции обеспечивается регуляторными белками 

(транскрипционными факторами), которые 

не нуждаются в сенсорных гистидинкиназах, 

поскольку содержат 2 домена, один из которых 

действует как сигнальный сенсор, а другой не-

посредственно взаимодействует с промоторами 

генов через HTH домен [10]. Такие регулятор-

ные белки образуют гомодимеры, гомотетраме-

ры или гомогексамеры и часто функционируют 

в виде транскрипционных комплексов, вклю-

чающих малые молекулы и кофакторы.

Семейство TIGR01716 (синонимичное на-

звание Rgg-семейства) регуляторов транскрип-

ции представлено рядом белков (The Institute for 

Genomic Research, http://www.jcvi.org), которые 

обнаружены у представителей грамположи-
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тельных бактерий с невысоким содержанием 

G+C в геноме, включая молочно-кислые бак-

терии и листерии, но при этом не обнаружены 

у родов Staphylococcus, Bacillus и грамотрица-

тельных бактерий (табл.).

Белки этого семейства состоят из 276–293 

ами нокислотных остатков, имеют молекуляр-

ный вес в интервале от 33 до 34,4 kDa, и вы-

полняют функции активаторов и/или ре-

прессоров генов. Как и все белки-регуляторы, 

Rgg-подобные белки имеют HTH домен, распо-

ложенный на N-терминальном конце и ответ-

ственный за связывание с промоторами и ре-

гуляцию экспрессии генов, не только смежно 

расположенных с rgg, но и генов, расположен-

ных в различных участках генома, включая: 

гены вирулентности; гены, обеспечивающие 

различные пути метаболизма; гены, участву-

ющие в ответе на неблагоприятные условия 

окружающей среды; гены, обеспечивающие 

образование биопленок и др. Кроме того, Rgg-

подобные белки могут опосредованно влиять 

на экспрессию генов, будучи вовлеченными 

в разветвленную регуляторную сеть. У бакте-

рий, которые содержат Rgg-подобные белки, 

в геноме часто присутствуют гены белков-пара-

логов/белков-ортологов, которые также отно-

сятся к семейству TIGR01716 (табл.).

Rgg-подобные белки Streptococcus 
gordonii

Первый обнаруженный белок семейства 

TIGR01716 получил название Rgg (regulator of 

glucosyltransferase G gene), поскольку у S. gordonii 

он регулирует транскрипцию гена gtfG, кодиру-

ющего фермент гликозилтрансферазу (GtfG), 

который катализирует образование экстрацел-

люлярных глюканов, необходимых для адгезии 

S. gordonii к поверхности зубной эмали. Гены 

rgg и gtfG смежно расположены, разделяются 

63 п.н. и транскрибируются в одном направле-

нии с образованием трех видов транскриптов: 

rgg, gtfG и rgg-gtfG. Предположительно белок 

Rgg может связываться с транскриптом rgg-gtfG 

с целью его стабилизации, повышая экспрес-

сию gtfG [54]. Инактивация гена rgg у S. gordonii 

уменьшает активность глюкозилтрансферазы 

до 3% по сравнению с таковой в исходном штам-

ме. Замена аспартата на гистидин в положении 

271 (D271H) на С-терминальном конце белка 

Rgg существенно повышает аффинность связы-

вания Rgg271H с промотором гена gtfG по сравне-

нию с Rgg271D, однако в то же время белок Rgg271H 

становится не способным активировать транс-

крипцию gtfG [52]. Эти данные свидетельствуют 

о том, что кроме HTH домена, ответственного 

за связывание с промотором, С-терминальный 

домен Rgg белка также крайне важен для регу-

ляции транскрипции, возможно, для стабили-

зации молекулы или связывания с малыми мо-

лекулами или кофакторами.

Кроме белка Rgg, у S. gordonii обнаружены 

и другие белки этого семейства: IviB, RggB, 

RggC, RggD [53, 55]. Белок IviB, возможно во-

влеченный в процесс выживания S. gordonii, 

был обнаружен во время экспериментов in vivo 

при моделировании эндокардита у кроликов. 

Белки RggB и RggC аннотированы при анализе 

полного генома штамма S. gordonii Challis [55].

Rgg-подобные белки Streptococcus 
agalactiae

Среди 107 генов, участвующих в регуля-

ции транскрипции у S. agalactiae, в геноме 

этого микроорганизма присутствуют четы-

ре гена, кодирующие Rgg-подобные белки: 

Sag_1490, Sag_0239, Sag_2158, Sag_0048 [29]. Бе-

лок Sag_1490 S. agalactiae, обладающий наибо-

лее высокой степенью гомологии с белком Rgg 

S. pyogenes, получил название RovS (regulator 

of virulence in S. agalactiae), так как он влияет 

на вирулентные свойства S. agalactiae при мо-

делировании инфекции на лабораторных мы-

шах [48, 50]. Изогенный rovS мутантный штамм 

S. agalactiae характеризуется 35% увеличением 

степени связывания с фибриногеном и значи-

тельным увеличением адгезии к эпителиаль-

ным клеткам легких (клеточная линия A549). 

В то же время, гемолитическая активность 

этого мутантного штамма ниже в 2 раза, чем 

активность исходного штамма [48]. Белок RovS 

связывается с областями ДНК в направлении 5’ 

от оперона cyl (синтез гемолизина), а также ге-

нов fbsA (ген рецептора фибриногена), gbs0230 

(ген возможного регулятора транскрипции) 

и sodA (ген супероксиддисмутазы), увеличивая 

транскрипцию генов оперона cyl, fbsA, gbs0230 

и уменьшая транскрипцию fbsA. Предполагает-

ся, что белок RovS связывается с консерватив-

ными A+T богатыми участками ДНК. Однако, 

принимая во внимание, что содержание A+T 

в геноме S. agalactiae составляет 64,4–64,8% 

[50], в частности, в межгенных областях, пред-

ставляется логичным, что RovS функциони-

рует в качестве глобального регулятора транс-

крипции, и его действие не ограничивается 

лишь на вышеперечисленные гены. Кроме того, 

не исключена вероятность, что взаимодействие 

белка RovS с ДНК является более сложным про-

цессом, чем предсказывается на основании экс-

периментов gel-shift, и для функционирования 

RovS необходимы дополнительные кофакторы 

и/или молекулы; например, короткий гидро-

фобный пептид, совместное действие которого 

с RovS значимо для проявления S. agalactiae ви-

рулентных свойств [43].
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Rgg-подобные белки Streptococcus 
mutans

Rgg-подобный белок MutR S. mutans акти-

вирует транскрипцию смежно расположенного 

с геном mutR оперона mutAMTFEG, который ко-

дирует ферменты, участвующие в синтезе ланти-

биотика мутацина, обладающего широким спек-

тром действия в отношении грамположительных 

бактерий [45]. Синтез мутацина также регули-

руется сигнальной системой «чувства кворума» 

LuxS. Инактивация гена luxS изменяет уровни 

транскрипции обоих генов (mutR и mutA) и уве-

личивает экспрессию гена irvA, кодирующего 

белок с высокой степенью гомологии со стрепто-

кокковыми и лактококковыми фаговыми белка-

ми. В свою очередь, белок IrvA репрессирует ген 

mutR, приводя к снижению экспрессии мутаци-

на I [39]. У S. mutans есть также гомологи MutR, 

регулирующие синтез мутацина III [45].

Rgg-подобный белок Streptococcus 
pneumoniae

Геном штамма S. pneumoniae D39 кодиру-

ет шесть Rgg-подобных белков-регуляторов 

транскрипции: SPD_1952 (синонимичное наз-

вание Rgg), SPD_0144, SPD_0939, SPD_0999, 

SPD_1518 и SPD_0112 [14]. Транскрипция гена 

SPD_1952, кодирующего Rgg, увеличивает-

ся в 11 раз в аэробных условиях по сравнению 

с анаэробным культивированием. При этом rgg 

мутантный штамм в аэробных условиях растет 

медленнее по сравнению со штаммом «дикого 

типа» и является более чувствительным к хи-

мическим соединениям, способным вызывать 

оксидативный стресс у бактерий; например, 

активные формы кислорода и паракват (N,N’-

диметил-4,4’-дипиридилия дихлорид) [14]. Эти 

фенотипические изменения связаны с Rgg-

зависимой регуляцией транскрипции гена tpx, 

кодирующего тиолпероксидазу. В бескапсуль-

ном штамме S. pneumoniae отсутствие экспрессии 

гена rgg снижает способность микроорганизма 

к образованию биопленок. При моделирова-

нии инфекции на лабораторных мышах, rgg му-

тантный штамм S. pneumoniae слабее диссеми-

нирует из легких через кровоток по сравнению 

со штаммом «дикого типа», доказывая, что бе-

лок Rgg играет важную роль в конт роле виру-

лентных свойств у пневмококков [14].

Rgg-подобные белки Streptococcus 
thermophilus

В штамме S. thermophilus CNRZ368 ген rggC об-

наружен во время экспериментов по скринингу 

генов, участвующих в обеспечении устойчивос-

ти микроорганизма к действию менадиона — 

вещества, индуцирующего синтез супероксида 

[24, 25]. Локус rggC имеет две открытые рамки 

считывания: rggC1 и rggC2. Открытая рамка счи-

тывания rggC1 кодирует белок, имеющий 77% 

гомологию с С-терминальной областью белка 

Rgg S. mutans, тогда как rggC2 — белок, имеющий 

54% гомологию с N-терминальной областью 

того же белка. Мутантный штамм S. thermophilus 

по rggC1 и мутантный штамм по rggC2 прояв-

ляют различную чувствительность к оксида-

тивному стрессу: rggC1 мутант является более 

устойчивым, а rggC2 мутант — менее устойчи-

вым к такому стрессу по сравнению со штаммом 

«дикого типа» [24, 25], указывая на комплекс-

ный механизм Rgg-зависимой регуляции транс-

крипции у S. thermophilus. Другой Rgg-подобный 

регулятор S. thermophilus Ster_0316 (синонимич-

ное название — ComR), совместно с небольшим 

гидрофобным пептидом (SHP), оказывают вли-

яние на эффективность природной трансфор-

мации S. thermophilus и Streptococcus salivarius [26].

Rgg-подобный белок Streptococcus suis

На уровне транскрипции, белок-регулятор 

Rgg влияет на экспрессию 345 генов, которые со-

ставляют примерно 15% от общего числа генов 

S. suis, включая гены, вовлеченные в процессы 

метаболизма углеводов, ДНК-рекомбинации, 

биосинтеза белков, механизмы бактериальной 

защиты и др. В штамме S. suis 05ZYH33 белок 

Rgg играет важную роль в адгезии и проявлении 

гемолитических свойств, его активность также 

влияет на морфологию клеток S. suis и характер 

роста культуры в жидкой питательной среде. 

Инактивация гена rgg приводит к увеличению 

адгезии S. suis к клеткам Hep-2 и повышению 

гемолитической активности in vitro. В то же вре-

мя, при моделировании инфекции у поросят, 

инактивация rgg приводит к уменьшению виру-

лентных свойств S. suis. Таким образом, у S. suis 

белок Rgg функционирует в качестве глобаль-

ного регулятора транскрипции генов и играет 

важную роль в процессе взаимодействия S. suis 

с организмом хозяина [57].

Rgg-подобные белки Streptococcus 
pyogenes

Геном S. pyogenes кодирует несколько Rgg-

подобных белков. У большинства штаммов 

с охарактеризованной полногеномной по-

следовательностью таких белков четыре: Rgg 

(синонимичное название — RopB — regulator 

of proteinase B), Spy_0533, Spy_0496 (синонимич-

ное название — MutR) и Spy_0037. Следует от-

метить, что белок Rgg S. pyogenes менее гомоло-

гичен «своим» паралогам MutR и Spy_0533, чем 
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Rgg-ортологу LasX генетически более далекого 

микроорганизма Lactobacillus sakei (табл.). Ген 

глобального белка-регулятора MutR присут-

ствует у всех изученных штаммов, но функцио-

нальная активность белка MutR, как и белка 

Rgg S. pyogenes [21], характеризуется штаммовой 

специфичностью, в частности, в отношении 

регуляции экспрессии белка ингибитора ком-

племента Sic, внутриклеточных белков, секре-

тируемых нуклеаз, скорости и характера роста 

штаммов в жидкой питательной среде и др. [3, 

4, 58]. В наиболее изученном штамме SF370 (тип 

emm1) на середине логарифмической фазы роста 

белок MutR регулирует транскрипцию 155 ге-

нов, выполняя роль активатора транскрипции 

69 генов и роль репрессора транскрипции 86 ге-

нов. На постлогарифмической фазе роста белок 

MutR репрессирует транскрипцию 14 генов [58]. 

Инактивация гена mutR в штамме SF370 приво-

дит к увеличению способности S. pyogenes обра-

зовывать биопленки по сравнению с исходным 

штаммом [58]. У всех изученных штаммов (типы 

emm1, emm12 и emm49), в результате инактива-

ции гена mutR, адгезивные свойства S. pyogenes 

к клеткам человеческого эпителия снижают-

ся в 3–8 раз. Мутантные по гену mutR штаммы 

либо погибают, либо существенно хуже выжи-

вают в цельной человеческой крови по сравне-

нию с исходными штаммами, а также становят-

ся либо авирулентными, либо их вирулентные 

свойства в несколько раз снижаются при моде-

лировании стрептококковой инфекции на ла-

бораторных животных [3, 4, 58]. Таким образом, 

белок MutR играет ключевую роль в контроле 

вирулентных свойств S. pyogenes.

Строение, свойства и функции 
белка Rgg

Ген rgg S. pyogenes, кодирующий белок Rgg 

размером 280 аминокислотных остатков с моле-

кулярным весом ~ 33 kDa, локализуется между 

генами mf-1 и spe и характеризуется высокой ге-

терогенностью [11, 13, 15, 28, 30, 33, 34, 36, 38, 40, 

49]. По сравнению с аллелью rgg в штамме NZ131, 

которая была зарегистрирована первой в базе 

данных GenBank, в других штаммах обнаруже-

ны синонимичные, миссенс- и нонсенс-мута-

ции, некоторые из которых существенно влия-

ют на опосредованную белком Rgg-регуляцию 

транскрипции генов [5, 12, 15, 34, 36, 44].

Природная нонсенс-мутация в гене rgg 

штамма S. pyogenes 5628 привела к синтезу уко-

роченного белка Rgg (170 аминокислотных 

остатков вместо 280), который не способен ак-

тивировать экспрессию эритрогенного токсина 

SpeB, а штамм с таким белком оказался менее 

вирулентным при внутрибрюшном и внутри-

венном заражении лабораторных мышей [30].

Высокая гетерогенность аллели rgg выявле-

на в штаммах, явившихся причиной тяжелых 

инвазивных заболеваний [12, 15]. Большинство 

мутаций локализовано в С-терминальной облас-

ти Rgg, и лишь три — в N-терминальном HTH 

домене [12]. При анализе 171 инвазивного штам-

ма типа emm3 выявлены 19 вариантов белка Rgg 

[15]. Ни один из штаммов с аминокислотными 

заменами M1I, C22Y, G23S, E59V, N66S, I94N, 

V148M, N151Y, M154I, N184K, C222Y, Y224H, 

R226Q, C227Y, C227R, G237V, A245T, I252F 

и F268C не синтезировал SpeB in vitro, указывая, 

что аминокислоты в этих положениях являют-

ся функционально значимыми для активации 

SpeB. В пользу этого свидетельствует тот факт, 

что глутаминовая кислота в положении 59 (E59) 

присутствует во всех регуляторных белках Rgg-

семейства и, вместе с цистеином в положении 22 

(С22) и глицином в положении 23 (G23), входит 

в состав ДНК-связывающего HTH домена.

Белок Rgg S. pyogenes образует гомодиме-

ры, в процесс формирования которых, по-ви-

димому, вовлечен его С-терминальный учас-

ток [15, 36]. Для экспрессии функционально 

активных форм Rgg, способных активировать 

транскрипцию speB, необходимы аргинин 

в положении 11 (R11), серин в положении 103 

(S103) и триптофан в положении 142 (W142) 

[34, 36]. При этом R11 и W142 являются кон-

сервативными для всех регуляторных бел-

ков Rgg-семейства. Аминокислотные остатки 

триптофана часто вовлечены в механизмы бе-

лок-белковых взаимодействий, и не исключе-

но, что W142 может участвовать в образовании 

Rgg-белкового комплекса, необходимого для 

активации speB [36]. Как и аминокислоты C22, 

G23 и E59, аргинин R11 локализуется в преде-

лах HTH ДНК-связывающего домена и, со-

гласно компьютерному моделированию (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd), является 

частью солевого мостика, стабилизирующего 

HTH структуру.

В штамме MGAS315 (тип emm3) природ-

ная замена серина на пролин в положении 103 

(S103P) привела к неспособности белка Rgg 

связываться с промотором speB, сохраняя, тем 

не менее, способность связываться с промото-

ром гена norA. Из этих данных следует, что за-

мена S103P не влияет на ДНК-связывающую 

способность белка Rgg, но влияет на его специ-

фичность и/или аффинность. P103 вариант бел-

ка Rgg контролирует рост штамма MGAS315 

S. pyogenes в минимальной питательной среде, 

содержащей 2% глюкозу в качестве единствен-

ного источника энергии [34], а также его ви-

рулентные свойства, активируя их, в отличие 

от S103 варианта Rgg штамма NZ131 [5, 44].

Сравнительный анализ штаммов S. pyogenes 

«дикого типа» и мутантных штаммов, у кото-
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рых ген rgg был инактивирован методом инсер-

ционного мутагенеза, выявил многочисленные 

фенотипические особенности, ассоциирован-

ные с функциональной активностью белка Rgg 

[5, 17–22, 30, 34, 44], в том числе:

1. мутантный штамм стал более устой-

чив к действию пероксида по сравнению 

со штаммом «дикого типа» за счет увели-

чения уровня транскрипции гена алкил-

гидропероксидредуктазы ahpCF и ускоре-

ния процесса разложения H2O2 [44];

2. у мутантного штамма изменились уров-

ни экспрессии факторов патогенности, 

таких как: белок M, C5a пептидаза, гемо-

лизины O (SLO) и S (SLS), стрептокиназа, 

эритрогенный токсин SpeB, секретируе-

мые ДНКазы и др. [17];

3. мутантный штамм стал ферментировать 

аргинин во время экспоненциальной 

фазы роста культуры даже в присутствии 

высоких концентраций глюкозы [18], до-

казывая существенную роль Rgg в регуля-

ции процессов катаболизма;

4. инактивация гена rgg повлияла на частоту 

индукции профага NZ131.1 [22];

5. мутантный штамм стал более вирулент-

ным по сравнению со штаммом «дикого 

типа» [5, 44].

Для того, чтобы доказать, что все феноти-

пические изменения в rgg мутантных штам-

мах явились результатом инактивации именно 

гена rgg, а не результатом полярного эффекта 

или каких-либо вторичных мутаций в геноме, 

с использованием технологии комплементации 

в rgg мутантных штаммах S. pyogenes экспрес-

сия данного гена была восстановлена под кон-

тролем как природного, так и гетерологичного 

плазмидного промотора. Восстановление экс-

прессии гена rgg на хромосоме под природным 

промотором восстанавливает фенотипиче-

ские свойства мутантных штаммов до свойств 

«родительских» штаммов, например, уровни 

транскрипции генов, гемолитичес кую и НАД-

гликогидролазную активности, метаболизм 

аминокислот, уровень спонтанной индукции 

бактериофага NZ131.1 [2]. В то же время, вос-

становление экспрессии гена rgg под гетеро-

логичным плазмидным промотором, под дей-

ствием которого уровень транскрипции rgg 

увеличивается в 2 раза по сравнению с природ-

ным промотором, не восстанавливает ни одно 

из фенотипических свойств. Таким образом, 

двукратное увеличение транскрипции гена rgg 

приводит к неспособности Rgg проявлять свои 

регуляторные свойства, что свидетельствует 

о значимости уровня транскрипции гена rgg 

для функциональной активности белка Rgg [2]. 

Не исключено, что при достижении в бактери-

альной клетке определенного уровня синтеза 

Rgg, эти молекулы начинают формировать не-

активные гомодимеры или гетеродимеры с дру-

гими Rgg-паралогами.

Rgg «core»-регулон 
и Rgg «sub»-регулоны

Белок Rgg S. pyogenes экспрессируется как 

на экспоненциальной фазе роста культуры, так 

и на постэкспоненциальной, выполняя функ-

ции активатора и/или репрессора транскрип-

ции генов, являясь глобальным белком-регуля-

тором и оказывая влияние на многочисленные 

функциональные категории генов: гены мета-

болизма, гены вирулентности, регуляторные 

гены и др. [17–22]. При этом его функциональ-

ная активность зависит от фазы роста культуры. 

На постэкспоненциальной фазе роста белок Rgg 

связывается с промоторной областью гена speB, 

что приводит к образованию двух сайтов ини-

циации транскрипции в положениях 697 п.н. 

и 137 п.н. в направлении 5’ от старт-кодона 

speB. Исследования с использованием хрома-

тин-иммунопреципитации и микрочипового 

анализа ДНК выявили, что Rgg дополнительно 

связывается с 65 сайтами на хромосомной ДНК 

S. pyogenes [7, 8, 34]. При этом 54% сайтов свя-

зывания располагаются в некодирующих обла-

стях ДНК в направлении 5’ от генов, участвую-

щих в вирулентности, метаболизме, репарации 

ДНК, генов, приобретенных посредством гори-

зонтального переноса и др. Например, в штам-

ме NZ131, на середине логарифмической фазы 

роста, белок Rgg выполняет функции активато-

ра транскрипции 134 генов и репрессора транс-

крипции 165 генов, а на постлогарифмической 

фазе роста — активатора транскрипции 340 ге-

нов и репрессора транскрипции 227 генов [22].

Среди всех представителей семейства Rgg-

подобных белков, белок Rgg S. pyogenes был 

первым белком-регулятором, функциональные 

свойства которого изучены с использованием 

микрочиповой технологии. С этой целью ото-

браны 4 штамма (тип emm1 (SF370 и MGAS5005) 

и тип emm49 (NZ131 и CS101)) с идентичными 

последовательностями белка Rgg, состав гено-

ма которых отличался в основном за счет ДНК 

бактериофагов. В результате инактивации 

гена rgg в этих штаммах, выявлены Rgg «core»-

регулон, состоящий из гена speB и смежно рас-

положенного с ним гена гипотетического белка 

размером 43 аминокислоты, и штаммоспеци-

фические Rgg «sub»-регулоны, размеры кото-

рых варьируют от одного гена (spy1793) в штам-

ме MGAS5005 до 704 генов в штамме NZ131 [21, 

22]. Последующий анализ штаммов типа emm3 

также выявил значительные различия в коли-

честве генов, регулируемых Rgg [15]. В частнос-

ти, инактивация гена rgg привела к изменению 
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уровней транскрипции 479 генов в штамме 

MGAS10870 и 159 генов в штамме MGAS9937. 

При этом более половины генов, регулируемых 

Rgg в штамме MGAS9937, регулировались Rgg 

и в штамме MGAS10870. Определенная зависи-

мость между количеством регулируемых Rgg-

регуляторных генов и общим числом генов, ре-

гулируемых Rgg, дает основание предположить, 

что большинство генов, входящих в Rgg «sub»-

регулоны, является результатом действия раз-

ветвленной регуляторной сети, включающей 

в себя белок-регулятор Rgg и другие регулятор-

ные молекулы. Например, в штамме NZ131 бе-

лок Rgg влияет на транскрипцию регуляторных 

генов covRS, spy1062 и spy1106 и др. При этом Rgg 

«sub»-регулон NZ131 включает в себя гены, ас-

социированные с CovRS-, SPy1062- и SPy1106-

регулонами. Таким образом, чем больше ко-

личество Rgg-зависимых регуляторных генов, 

тем масштабнее и шире Rgg-регулон, что по-

казано на примере штаммов NZ131, MGAS5005, 

SF370 и CS101 [21, 22]. Эти данные открывают 

широкие перспективы для дальнейшего изу-

чения взаимодействия Rgg с другими регуля-

торными молекулами и понимания механиз-

мов Rgg-зависимой регуляции транскрипции, 

вовлеченной в регуляторную сеть S. pyogenes. 

Аналогичные данные о существовании «core»-

регулона и «sub»-регулонов получены при ис-

следовании глобального белка-регулятора Mga 

(multiple gene regulator of group A streptococci) 

S. pyogenes, «core»-регулон которого состоит 

в основном из генов, расположенных неда-

леко от гена mga и участвующих в адаптации 

S. pyogenes к организму хозяина и проявлении 

вирулентных свойств [31].

Различия в Rgg «sub»-регулонах находят свое 

отражение на уровнях экспрессии белков, при-

водя к тому, что мутантные штаммы становятся 

более или менее вирулентными по сравнению 

с исходными, доказывая штаммовую специ-

фичность Rgg-зависимой регуляции транс-

крипции [5, 15, 30, 33, 44].

Необходимы ли для активности белка 
Rgg дополнительные молекулы 
или кофакторы?

Ряд фактов свидетельствуют о том, что 

опосредованная белком Rgg регуляция транс-

крипции многочисленных генов не являет-

ся результатом простого непосредственного 

взаимодействия белка Rgg с их промоторами, 

в частности:

1. во время экспоненциальной фазы роста 

S. pyogenes, глюкоза репрессирует экс-

прессию гена speB, но при этом не влияет 

на транскрипцию гена rgg [37]. Результаты 

коиммунопреципитации показывают, что 

во время экспоненциальной фазы роста 

активации speB препятствует взаимодей-

ствие Rgg с белком LacD.1 (тагатоза-1,6-

бифосфатальдолаза) [35]. Не исключено, 

что LacD.1 является «чувствительным» 

к наличию конечных продуктов окисле-

ния глюкозы, которые вызывают конфор-

мационные изменения в молекуле LacD.1. 

Это способствует его белок-белковому 

взаимодействию с Rgg [35]. Истощение 

глюкозы в питательной среде вызывает 

высвобождение Rgg из комплекса с LacD.1 

и активацию транскрипции speB;

2. штаммовая специфичность действия Rgg, 

находящая свое отражение в вариабельнос-

ти Rgg «sub»-регулонов [21], предполагает 

взаимодействие Rgg с различными штам-

моспецифическими белками, возможно 

кодируемыми профаговыми генами;

3. аминокислотные замены в белке Rgg 

за пределами HTH домена, приводящие 

к неспособности белка активировать 

транскрипцию speB [34], указывают на то, 

что С-терминальная область Rgg участву-

ет во взаимодействии с кофакторами и/

или другими молекулами;

4. Rgg-подобные белки взаимодействуют 

с циклоспорином А, образуя комплексные 

структуры [41];

5. у S. pyogenes выявлено непосредственное 

взаимодействие Rgg-подобных белков 

с небольшими гидрофобными пептида-

ми (SHP), состоящими из 22–23 амино-

кислотных остатков, семейство которых 

недавно обнаружено у стрептококков 

и энтерококков [6, 16, 32]. В частности, 

добавление синтетических SHP влияет 

на способность S. pyogenes образовывать 

биопленки [16].

Все эти данные указывают на комплекс-

ный механизм Rgg-опосредованной регуляции 

транскрипции у S. pyogenes. Наиболее логич-

ным представляется функционирование белка 

Rgg в составе динамического транскрипцион-

ного комплекса, характеризующегося штам-

мовой специфичностью и включающего в себя 

Rgg, ряд других белков, а также кофакторы или 

иные молекулы.

Является ли белок Rgg фрагментом 
древнего бактериофага?

Гипотеза о том, что ген белка Rgg мог ранее 

локализоваться на мигрирующем генетическом 

элементе (бактериофаге), имеет под собой ряд 

оснований:

1. G+C состав гена rgg составляет 32%, что 

сходно с таковым у профаговых генов 
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и существенно отличается от G+C со-

става генов, смежно расположенных с rgg 

(37–39%), и хромосомной ДНК S. pyogenes 

в целом (39%);

2. в геноме S. pyogenes присутствуют гены па-

ралогов Rgg, что может свидетельствовать 

о наличии древних сайтов интеграции 

бактериофагов;

3. белок Rgg имеет гомологию с фаговым ре-

гулятором семейства Cro/CI;

4. Rgg непосредственно связывается с участ-

ками профаговой ДНК и влияет на транс-

крипцию профаговых генов [9, 22].

Вполне возможно, что в ходе эволюции Rgg-

подобные белки могли включиться в развет-

вленную регуляторную сеть S. pyogenes и начать 

регулировать не только транскрипцию фаговых 

генов, но и многих других генов, расположен-

ных в различных участках генома. Таким обра-

зом, все перечисленные данные проливают свет 

на процесс коэволюции бактерий и бактерио-

фагов и открывают широкие перспективы для 

дальнейших исследований.

Заключение

Среди многочисленных фенотипических 

свойств, контролируемых белками Rgg-се-

мейства, особо следует отметить вирулентные 

свойства. Учитывая, что Rgg-подобные белки, 

являясь глобальными белками-регуляторами 

транскрипции генов, часто играют ключевую 

роль в реализации вирулентных свойств у не-

которых патогенных и условно-патогенных 

бактерий, Rgg-подобные белки (или их гены 

или транскрипты) могут расцениваться в ка-

честве мишеней для создания инновационных 

лечебных препаратов.
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ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА 

TB10.4 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 

В КЛЕТКАХ ESCHERICHIA COLI

И.В. Духовлинов, Е.А. Федорова, О.А. Добровольская, Е.Г. Богомолова, 

Е.Н. Черняева, Р.И. Аль-Шехадат, А.С. Симбирцев

ФГУП Государственный НИИ особо чистых биопрепаратов ФМБА России, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. На сегодняшний день туберкулез является одним из самых распространенных и опасных заболе-

ваний в мире. Туберкулез сегодня, как и в начале XX в. — основная причина смерти от инфекционных за-

болеваний, вызванных бактериальными агентами. По данным Всемирной Организации Здравоохранения, 

в 2013 г. в мире туберкулезом заболело более 9 млн человек и около 1,5 млн заболевших погибло. Возбуди-

телем туберкулеза является бактерия Mycobacterium tuberculosis, реже — родственные ей виды Mycobacterium 

bovis и Mycobacterium africanum. В основном в результате заражения бактериальная инфекция поражает легкие, 

однако возможно развитие заболевания и в других органах и тканях. На сегодняшний день эффективная вак-

цинация признана наиболее перспективной стратегией борьбы с туберкулезом. Однако на данный момент 

единственной зарегистрированной и разрешенной к применению противотуберкулезной вакциной является 

вакцина БЦЖ. В мире существует много разновидностей этой вакцины; все они производные одного штамма 

и незначительно различаются между собой по эффективности. Сомнительная эффективность вакцинации 

БЦЖ и побочные эффекты заставляют научное сообщество разрабатывать новые средства профилактики 

туберкулеза. Можно выделить ряд направлений разработки новых противотуберкулезных вакцин, одним 

из которых является создание субъединичных вакцин на основе рекомбинантных белков. Достоинства субъ-

единичных вакцин заключаются в том, что препарат, содержащий очищенный иммуногенный белок, стаби-

лен и безопасен, его химические свойства известны, в нем отсутствуют дополнительные белки и нуклеиновые 

кислоты, которые могли бы вызвать нежелательные эффекты в организме. На данный момент идентифициро-

ван ряд антигенов Mycobacterium tuberculosis, перспективных для использования в качестве компонентов новых 

вакцин. Так, культуральный фильтрат Mycobacterium tuberculosis содержит иммунодоминантные секретируе-

мые антигены, из которых одним из наиболее изученных является белок TB10.4. Белок TB10.4 специфичен 

для микобактерий, распознается на ранней стадии туберкулезной инфекции и способствует пролиферации 

лимфоцитов, ответственных за продукцию IFNγ. Белок TB10.4 также обладает адъювантным действием при 

введении в комплексе с белками микобактерий. Учитывая эти свойства, рекомбинантный белок TB10.4 может 

быть использован для создания новых кандидатных вакцин против туберкулеза.

Ключевые слова: рекомбинантный TB10.4, вакцины, туберкулез, штамм-продуцент, культура клеток, способ очистки.
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PRODUCTION OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS TB10.4 RECOMBINANT PROTEIN 

IN ESCHERICHIA COLI

Dukhovlinov I.V., Fedorova E.A., Dobrovolskaya O.A., Bogomolova E.G., Chernyaeva E.N., Al-Shekhadat R.I., 

Simbirtsev A.S.

Research Institute of Highly Pure Biopreparations, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Nowadays tuberculosis is considered one of the most dangerous infectious diseases occurring everywhere, 

and it remains a cause of death of millions of people around the world. According to the World Health Organization 

data, in 2013 tuberculosis caused more than 9 million cases worldwide and about 1.5 million of infected people died. 

The causative agent of tuberculosis in most cases is Mycobacterium tuberculosis. But sometimes it can be Mycobacterium 

bovis or Mycobacterium africanum. Mainly as a result of infection, a bacterial infection affects the lungs, but the disease 

may develop in other organs and tissues. Now for the prevention of tuberculosis vaccination of newborns with attenuated 

vaccine BCG is widely used. The production of this vaccine is cheap and it is safe to use. Thus today, vaccination is the 

primary means of prevention of tuberculosis. However dubious efficacy and a number of side effects observed after vac-

cination, makes the scientific community to develop new effective methods for the treatment of tuberculosis. One of the 

ways to develop new vaccines against tuberculosis is to provide a subunit vaccine based on recombinant proteins. Advan-

tages of subunit vaccines are that the preparation containing the purified protein is stable and secure, its chemical pro-

perties are known, it does not contain additional proteins and nucleic acids, which could cause undesirable effects in the 

human body. One of the most promising antigens for use as components in new vaccines is considered a low molecular 

weight secreted protein TB10.4. TB10.4 protein is recognized at an early stage of tuberculous infection and contributes 

to the proliferation of lymphocytes responsible for the production of IFNγ. TB10.4 protein also possesses an adjuvant 

effect when administered in combination with mycobacterial proteins. Given these properties, the recombinant protein 

TB10.4 can be used to generate new candidate vaccines against tuberculosis. During the study was created high-yield 

E. coli strain, which produces the recombinant protein TB10.4, selected the optimal protocol of induction of the gene 

encoding the protein. The protein was purified using metal affinity chromatography. The purity of the final preparation 

reached 98%.

Key words: recombinant TB10.4, vaccine, tuberculosis, producing strain, cell culture, purifying method.

Введение

Основной причиной смерти от инфекци-

онных заболеваний сегодня, как и в начале 

XX в., является туберкулез [3]. По данным Все-

мирной Организации Здравоохранения (ВОЗ), 

туберкулезом ежегодно заболевает в мире око-

ло 9 млн человек, и около 1,5 млн заболевших 

умирает. Начиная с 90-х гг. XX в., в России про-

изошло ухудшение эпидемической ситуации. 

По данным ФГБУ ЦНИИОИЗ МЗ РФ, в 2013 г. 

в Российской Федерации заболеваемость ту-

беркулезом составила 63 случая на 100 тыс. на-

селения, а смертность — 11,3 случая на 100 тыс. 

населения.

Возбудителем туберкулеза является пато-

ген Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), 

реже — родственные ему виды M. bovis и M. afri-

canum. Основным резервуаром и источником 

аэрогенной туберкулезной инфекции являет-

ся бациллярный больной, выделяющий боль-

шое количество микобактерий с мокротой или 

слюной. Кроме того, заражение может проис-

ходить алиментарным путем — через употреб-

ление молока и молочнокислых продуктов 

от коров, пораженных M. bovis, или яиц от кур, 

инфицированных M. avium. Возможна и кон-

тактная передача инфекции через поврежден-

ные кожные покровы, например, при доении 

больных животных. В результате аэрогенного 

заражения туберкулезный процесс чаще воз-

никает в органах дыхания, при алиментарном 

инфицировании могут поражаться почки, лег-

кие, кости и суставы, периферичес кие лимфо-

узлы, мочеполовые органы, глаза, центральная 

нервная система. В зависимости от основных 

клинических проявлений различают легоч-

ную и нелегочные формы туберкулеза. Тем 

не менее, туберкулез легких остается наиболее 

распространенной и опасной формой заболе-

вания [3].

Без лечения более половины случаев в течение 

5 лет заканчиваются смертью. Если заболевание 

вызвано чувствительными к противотуберкулез-

ным средствам штаммами ми ко бактерий, пра-

вильно назначенное лечение практически всегда 

дает эффект. Однако в последние годы широкое 

распространение получили устойчивые к про-

тивотуберкулезным средствам штаммы мико-

бактерий, лече ние вызванного ими туберкулеза 

проходит крайне сложно. В связи с этим важным 

аспектом в борьбе с данным заболеванием явля-

ется предупреждение развития заболевания — 

вакцинация [6].
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В настоящее время для предупреждения 

туберкулеза широко используется вакциниро-

вание новорожденных детей живой вакциной 

БЦЖ. БЦЖ представляет собой живой атте-

нуированный штамм M. bovis, сохранивший 

свои антигенные и иммуногенные свойства. 

Относительно невысокая стоимость произ-

водства этой вакцины и безопасность ее при-

менения обеспечили широкое распростране-

ние вакцинирования как основного средства 

профилактики туберкулеза. Вакцинация БЦЖ 

в детском возрасте эффективна в отношении 

заболевания милиарной формой туберкулеза 

легких и туберкулезным менингитом. Однако 

в последние годы усиливаются сомнения от-

носительно ее универсальности и эффектив-

ности. Необходимо отметить, что развитие 

туберкулеза на сегодняшний день выявляется 

не только у некачественно вакцинированных 

или невакцинированных детей, но и у лиц, 

которым вакцина БЦЖ была введена правиль-

но и своевременно [2]. Завершенное 60-летнее 

изу чение результатов вакцинации американс-

ких индейцев показало, что долгосрочная эф-

фективность БЦЖ-вакцинирования составля-

ет 52% [5]. Также следует отметить, что БЦЖ, 

подобно другим живым вакцинам, способна 

вызывать отрицательные побочные эффекты. 

Осложнения при вакцинации БЦЖ наблюда-

ются, в частности, у детей, инфицированных 

ВИЧ еще до рождения. Принципиальным не-

достатком вакцины БЦЖ является постепен-

ное (в течение 3–7 лет) снижение поствакци-

нального иммунитета. Согласно результатам 

контролируемых исследований, это приводит 

к практически полному отсутствию защитно-

го эффекта уже через 10 лет после вакцинации 

[11]. В то же время использование БЦЖ для ре-

вакцинации, направленной на поддержание 

противотуберкулезного иммунитета, по дан-

ным экспертов ВОЗ, признается неэффектив-

ным [15], и это подтверждают результаты ран-

домизированного исследования, проведенного 

в Бразилии с участием более 300 тыс. школь-

ников в возрасте от 7 до 14 лет [10].

Таким образом, к настоящему времени на-

зрела необходимость разработки вакцин ново-

го поколения как наиболее эффективных им-

мунопрофилактических средств борьбы с ту-

беркулезом, в первую очередь с его легочной 

формой.

Одним из направлений разработки новых 

противотуберкулезных вакцин является созда-

ние субъединичных вакцин на основе рекомби-

нантных белков [3]. Субъединичными называ-

ют вакцины, которые содержат только отдель-

ные компоненты патогенного микроорганизма, 

эпитопы антигенов, активно распознаваемые 

иммунной системой. Достоинства субъединич-

ных вакцин заключаются в том, что препарат, 

содержащий очищенный иммуногенный белок, 

стабилен и безопасен, его физико-химические 

свойства известны, в нем отсутствуют дополни-

тельные белки и нуклеиновые кислоты, кото-

рые могли бы вызвать нежелательные эффекты 

в вакцинируемом организме [8].

К началу 2000 г. было получено несколь-

ко вариантов субъединичных вакцин, одна-

ко их протективный эффект при испытани-

ях оказался в ряде случаев непредсказуемым 

и сильно варьировал [13]. Изучение генома 

M. tuberculosis штамма H37Rv показало, что он 

содержит 3995 открытых рамок считывания, 

но лишь для 52% из них удалось предсказать 

функциональную активность. Анализ протео-

ма позволил выявить не менее 1800 клеточных 

и 800 секретируемых белков [14].

Удалось идентифицировать ряд антиге-

нов M. tuberculosis, перспективных для ис-

пользования в качестве компонентов новых 

вакцин. К ним относятся, в частности, им-

мунодоминантные секретируемые антигены, 

присутствующие в культуральном фильтрате 

M. tuberculosis, среди которых наиболее изу-

чены антигены семейства ESAT-6 (Early Secret 

Antigen Target-6). Специфические белки данно-

го семейства обладают высокой иммуногеннос-

тью. Среди них наибольшую иммуногенность 

по уровню антиген индуцированного синте-

за γ-интерферона (IFNγ) мононуклеарными 

клетками периферической крови доноров де-

монстрирует белок TB10.4 с молекулярной мас-

сой 10,4 kDa. Он распознается на ранней ста-

дии туберкулезной инфекции и способствует 

пролиферации лимфоцитов, ответственных 

за продукцию IFNγ. Белок TB10.4 также об-

ладает адъювантным действием при введении 

в комплексе с белками микобактерий [1]. Учи-

тывая эти свойства, белок TB10.4 является пер-

спективным антигеном для разработки канди-

датных вакцин против туберкулеза.

Наиболее эффективной системой для на-

работки рекомбинантных белковых антигенов 

является система экспрессии на основе клеток 

E. coli, которая и была выбрана в данном иссле-

довании для получения рекомбинантного бел-

ка TB10.4 Mycobacterium tuberculosis.

Материалы и методы

Синтез и клонирование гена, кодирующе-

го белок TB10.4. Синтез последовательности 

гена tb10.4 M. tuberculosis длиной 351 п.о. осу-

ществляли методом ПЦР с использованием 
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перекрывающихся олигонуклеотидов [9], по-

лученных с помощью синтезатора ДНК ASM-

800 (БИОССЕТ, Россия). Последовательность 

гена соответствовала аналогичному гену 

tb10.4 M. tuberculosis штамма H37Rv [4]. В об-

щей сложности для синтеза гена tb10.4 дли-

ной 351 п.н. было использовано 13 праймеров. 

Синтезированную последовательность вы-

деляли из агарозного геля после проведения 

электрофореза и клонировали в плазмидном 

векторе pGEM-T Easy. После секвенирова-

ния ген tb10.4, не содержащий замен, пере-

клонировали в векторе pET28a(+) по сайтам 

рестрикции XhoI и NdeI. Данная плазмида 

содержит в своем составе фрагмент, кодиру-

ющий полигистидин, находящийся в рамке 

трансляции на N-конце последовательнос-

ти. Таким образом, любая клонированная 

в вектор нуклеотидная последовательность 

экспрессируется в виде белка, слитого с по-

лигистидином для удобства его дальнейшей 

очистки с использованием иммобилизован-

ной металлоаффинной хроматографии. Кло-

нированный в плазмиде pET28a(+)ген tb10.4 

также секвенировали.

Создание штамма-продуцента белка TB10.4. 

Для экспрессии гена, кодирующего белок 

TB10.4, использовали клетки E. coli штамма 

BL21 Star (DE3) (Invitrogen, США) с генотипом 

F-ompThsdSB (rB-mB-)galdcm rne131 (DE3), со-

держащие в геноме λDe3 лизоген и мутацию 

rne131. Мутированный ген rne (rne131) кодирует 

усеченную форму РНКазы Е, что уменьшает 

внутриклеточное разрушение мРНК, приво-

дя к увеличению ее ферментативной стабиль-

ности. Получать непротеолизированные ре-

комбинантные белки в больших количествах 

позволяют lon- и оmpТ-мутации по генам про-

теаз. Трансформацию компетентных клеток 

плазмидой pET28a(+)tb10.4 осуществляли ме-

тодом электропорации.

Для быстрого скрининга рекомбинантных 

клонов E. coli на наличие плазмид pET28а(+)

tb10.4, плазмидную ДНК выделяли из 2 мл 

культуры и анализировали электрофорезом 

в агарозном геле.

Для проверки наличия вставки в плазми-

дах проводили реакцию ПЦР. Реакцию про-

водили в объеме 50 мкл. В качестве матрицы 

брали материал одной отдельной колонии раз-

мером около 1 мм. Реакцию проводили с помо-

щью Taq-полимеразы с использованием прай-

меров T7 promoter primer, T7 terminator primerв 

термоциклере С1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, 

США) в течение 35 циклов: 20 c при 95°C, 20 c 

при 50°C, 60 c при 72°C. Для достраи вания об-

разовавшихся цепей ДНК проводили допол-

нительный цикл: 5 мин при 72°С. Результат 

ПЦР анализировали электрофорезом в ага-

розном геле.

Индукция экспрессии гена tb10.4. Осущест-

вляли подбор оптимального прокола ин-

дукции экспрессии гена, кодирующего ре  ком-

бинантный белок TB10.4. Для этого проводили 

индукцию экспрессии гена с помощью изо-

пропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) 

в трех концентрациях и при различных темпе-

ратурах.

Индукцию экспрессии гена ИПТГ осущест-

вляли следующим образом. Инкубировали 

клетки при +37°С в термостатированном шей-

кере роторного типа при 250 об./мин в течение 

ночи в LB среде (1% триптон, 0,5% дрожжевой 

экстракт и 1% натрий хлористый), содержа-

щей канамицин в концентрации 25 мкг/мл. 

Разводили культуру свежей LB средой в 50 раз 

и выращивали в термостатированном шейкере 

роторного типа при 250 об./мин +37°С до дос-

тижения культурой клеток оптической плот-

ности 0,6–0,8 оптических единиц при длине 

волны 600 нм. После этого осуществляли ин-

дукцию экспрессии целевого гена добавлени-

ем ИПТГ к культуре до конечной концентра-

ции 0,1; 0,5 или 1 мМ. Затем инкубировали при 

определенной температуре в термостатиро-

ванном шейкере роторного типа при 200 об./

мин в течение ночи. Для подбора оптимально-

го протокола индукции инкубировали куль-

туру при +37°С, +25°С и при +16°С. После чего 

клетки концентрировали с помощью центри-

фугирования.

Далее отбирали аликвоту клеток для ана-

лиза. Контроль экспрессии осуществляли 

с помощью диск-электрофореза лизата клеток 

после индукции. Электрофорез клеточных 

лизатов проводили в 16%-ном полиакрила-

мидном геле в денатурирующих условиях в не-

однородной (ступенчатой) буферной систе-

ме (диск-электрофорез) [12]. Осаждали лизат 

и анализировали растворимость белка: нано-

сили супернатант и осадок на 16%-ный ПААГ 

и проводили электрофорез в денатурирующих 

условиях в неоднородной (ступенчатой) бу-

ферной системе (диск-электрофорез).

Определение локализации целевого белка 

TB10.4. Клетки штамма-продуцента после ин-

дукции отмывали от питательной среды нат-

рий-фосфатным буфером. Далее определяли 

локализацию целевого белка по следующей 

схеме. Клетки подвергали трем циклам сони-

кации на льду по 30 с с перерывом в 2 мин. Пос-

ле этого клетки концентрировали центрифу-

гированием при 10 000g в течение 20 мин. Да-

лее отбирали аликвоты супернатанта и осадка 
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телец включения для анализа. Контроль осу-

ществляли с помощью диск-электрофореза су-

пернатанта и телец включения после солюби-

лизации. Электрофорез проводили в 16%-ном 

полиакриламидном геле в денатурирующих 

условиях в неоднородной (ступенчатой) бу-

ферной системе (диск-электрофорез) [12].

Очистка рекомбинантного белка TB10.4. 

Очистку рекомбинантного белка TB10.4 про-

водили с использованием метода иммобили-

зованной металлоаффинной хроматографии 

с использованием сорбента Ni-НТУ сефаро-

зы [7]. Связывание с данным сорбентом про-

исходит за счет 6 остатков гистидина, име-

ющихся на N-конце полученного рекомби-

нантного белка. Клетки штамма-продуцента 

после индукции отмывали от питательной 

среды натрий-фосфатным буфером и лизиро-

вали с помощью 3 циклов соникации на льду 

по 30 с перерывом в 2 мин. После чего клетки 

концентрировали центрифугированием при 

10 000g в течение 20 мин. Затем проводили со-

любилизацию телец включения ресуспенди-

рованием осадка клеток в буфере, содержащем 

500 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 8,0; 8 М 

мочевину; 500 мМ хлористый натрий; 10 мМ 

имидазол.

Колонку, содержащую Ni-НТУ сефарозу, 

предварительно уравновешивали буфером для 

нанесения (500 мМ натрий-фосфатный буфер, 

рН 8,0; 8 М мочевина; 500 мМ хлористый нат-

рий; 10 мМ имидазол). Солюбилизированные 

тельца включения наносили на колонку. Далее 

промывали колонку двумя объемами буфера 

для нанесения. После этого промывали ко-

лонку тремя объемами буфера для промывки 

(500 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 8,0; 8 М 

мочевина; 500 мМ хлористый натрий; 30 мМ 

имидазол). Элюировали белок с помощью 

4 мл буфера для элюции (500 мМ натрий-фос-

фатный буфер; рН 8,0; 8 М мочевина; 500 мМ 

хлористый натрий; 200 мМ имидазол). Соби-

рали фракции по 1 мл, концентрацию белка 

в них определяли по методу Бредфорда. Далее 

материал анализировали с помощью диск-

электрофореза в 16%-ном полиакриламидном 

геле в денатурирующих условиях в неоднород-

ной (ступенчатой) буферной системе [12].

Оценка чистоты полученного препарата бел-

ка после иммобилизованной металлоаффинной 

хроматографии. Электрофореграмма препара-

та белка TB10.4 была проанализирована с по-

мощью программы ImageJ. Программа пред-

назначена для денситометрического анализа 

данных различных экспериментов. В ручном 

режиме были размечены дорожки, затем отме-

чены полосы, соответствующие белкам в рам-

ках каждой из дорожек. Программа оценивает 

плотность каждой из полос за вычетом фона, 

что позволяет рассчитать чистоту целевого 

белка.

Результаты

Создан высокопродуктивный штамм-проду-

цент рекомбинантного белка TB10.4 M. tuber-

culosis на основе клеток E. coli BL21(DE3), транс-

формированных вектором pET28a(+)tb10.4.

Рассчитанная молекулярная масса белка 

TB10.4 составила 12,5 kDa, pI 6.02. Молекуляр-

ная масса полученного белка совпала с рас-

четной.

Подобран оптимальный протокол индук-

ции экспрессии гена tb10.4. Экспрессия гена 

индуцируется при использовании индуктора 

ИПТГ во всех трех исследуемых концентраци-

ях (0,1; 0,5 или 1 мМ).

При этом важной особенностью являет-

ся то, что индукция наблюдается только при 

инкубации культуры клеток с индуктором 

в течении ночи при +16°С, а при температу-

рах +37°С и +25°С индукции экспрессии гена 

не происходит.

Рисунок 1. Электрофореграмма результатов 

индукции экспрессии гена tb10.4 

с использованием 0,1 мМ ИПТГ; результатов 

определения локализации белка TB10.4; 

результатов очистки белка TB10.4

16% ПААГ; 0,1% ДДС-Na
1. Маркер молекулярного веса (Fermentas).
2. Лизат клеток штамма-продуцента до индукции.
3.  Лизат клеток штамма-продуцента после индукции 

с использованием 0,1 мМ ИПТГ.
4. Тельца включения.
5. Супернатант.
6.  Высокоочищенный препарат рекомбинантного белка 

TB10.4, полученный после проведения металлоафинной 
хроматографии.

1 2 3 4 5 6
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При изучении динамики биосинтеза реком-

бинантного белка TB10.4 в клетках штамма-

продуцента выявили максимальный уровень 

экспрессии гена tb10.4 после индукции экс-

прессии 0,1 мМ ИПТГ при температуре +16°С, 

который составил 15% от общего количества 

клеточного белка. При анализе локализации 

белка TB10.4 было показано, что белок нахо-

дится в тельцах включения (рис. 1). Это обу-

словило выбор способа очистки белка в дена-

турирующих условиях.

Получен высокоочищенный рекомбинант-

ный белок TB10.4 с использованием металло-

аффинной хроматографии с сорбентом Ni-НТУ 

сефарозой. По результатам денситометричес-

кого анализа электрофореграммы с помощью 

программы ImageJ рассчитали, что чистота це-

левого белка составляет 95,9% (рис. 2).

Использование созданного штамма и вы-

бранного протокола индукции позволяет 

получить до 50 мг высокоочищенного белка 

TB10.4 из 1 л питательной среды.

Обсуждение

В настоящее время основным средством 

профилактики туберкулеза является вакци-

нирование детей аттенуированной вакциной 

БЦЖ. Показано, что вакцина БЦЖ имеет ряд 

недостатков, которые дают основание сомне-

ваться в ее универсальности и эффективнос-

ти. В то же время эффективная вакцинация, 

направленная на предупреждение формиро-

вания «открытых» форм туберкулеза, являет-

ся важнейшим фактором, ограничивающим 

распространение инфекции. Таким образом, 

необходимость разработки и создания прин-

ципиально новых, безопасных иммунопрофи-

лактических и терапевтических средств явля-

ется приоритетной задачей.

Проблема создания безопасной и простой 

в производстве и использовании вакцины про-

тив туберкулеза, имеющей низкую стоимость, 

может быть решена за счет использования вы-

сокоочищенного рекомбинантного белка или 

смеси белков. Ввиду этого, использование вы-

сокоочищенных рекомбинантных белков, по-

лученных в клетках E. coli, в качестве активного 

вещества вакцины, является наиболее перспек-

тивным вариантом. Использование вакцин 

на основе рекомбинантных белков позволяет 

избежать рисков, связанных с введением в ор-

ганизм живого бактериального штамма, пусть 

и аттенуированного. Также выбранный белок 

не несет функций природного белка и, соот-

ветственно, не может вызывать побочных эф-

фектов, характерных для вакцин, полученных 

с использованием живых аттенуированных 

бактерий.

Показано, что среди антигенов M. tuberculo-

sis с протективной активностью центральное 

мес то занимают секретируемые белки. Белок 

TB10.4 является секретируемым белком, а так-

же обладает адъювантным действием при вве-

дении в комплексе с белками микобактерий, 

что позволяет рассматривать данный белок 

в качестве перспективного агента для созда-

ния противотуберкулезной вакцины.

Целью исследования являлось получение 

высокоочищенного рекомбинантного белка 

Рисунок 2. Денситограмма результатов анализа электрофореграммы высокоочищенного препарата 

рекомбинантного белка TB10.4 в программе ImageJ
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TB10.4. Для ее достижения был произведен 

ряд действий: получен ген, кодирующий ре-

комбинантный белок TB10.4, создан вектор 

рЕТ28а(+)tb10.4, создан высокопродуктивный 

штамм E. coli BL21(DE3)pET28a(+)tb10.4 — 

продуцент рекомбинантного белка TB10.4. 

В работе использовался ген, оптимизирован-

ный по кодоновому составу, что увеличило 

уровень экспрессии. Далее был подобран оп-

тимальный протокол индукции экспрессии 

гена, кодирующего белок TB10.4, обеспечива-

ющий высокий выход белка при наименьших 

затратах. Была наработана биомасса, содержа-

щая рекомбинантный белок TB10.4, белок был 

очищен с использованием металлоаффинной 

хроматографии.

Таким образом, нами был получен высоко-

продуктивный штамм-продуцент белка TB10.4, 

разработан оптимальный протокол индукции 

экспрессии целевого гена и способ очистки 

рекомбинантного белка, который поз воляет 

получать до 50 мг высокоочищенного белка 

TB10.4 из 1 л культуральной среды. Получен-

ный белок может быть использован в качест-

ве компонента кандидатной вакцины против 

туберкулеза.
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ИНВАРИАНТНЫЕ ПАТТЕРНЫ ВНУТРЕННИХ 

БЕЛКОВ ПАНДЕМИЧЕСКИХ ВИРУСОВ ГРИППА

Е.П. Харченко

ФГБУ Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Цель исследования состояла в поиске подходов распознавания по молекулярным характеристи-

кам пандемических штаммов вирусов гриппа А и в попытке выяснить, представляют ли угрозу птичьи 

штаммы в качестве вероятной причины новой пандемии гриппа. С помощью компьютерного анализа 

во внутренних белках (нуклеопротеин, матриксные белки М1 и М2, белки полимеразного комплекса РВ1, 

РВ2 и РА, неструктурный белок NS2; из-за вариабельности длины неструктурный белок NS1 был исклю-

чен из анализа) штаммов вируса гриппа А пандемий 1918 (H1N1), 1957 (H2N2), 1968 (H3N2), 1977 (H1N1) 

и 2009 (H1N1) гг. осуществляли поиск в их первичных структурах инвариантных паттернов. Выявлено, что 

внутренние белки обучающей выборки пандемических штаммов характеризуются постоянством числа 

и позиций определенных аминокислот и наличием блоков протяженных инвариантных последователь-

ностей. На основе этих выявленных паттернов инвариантности внутренних белков возможно было без-

ошибочно идентифицировать пандемические штаммы в контрольной выборке. Пандемические штаммы, 

разделенные по их возникновению десятками лет и отличающиеся составом подтипов гемагглютинина 

и нейраминидазы (Н1, Н2, Н3 и N1, N2), имеют сильное сходство по внутренним белкам, образуя особое 

подмножество, от которого в разной степени «отдалены» непандемические штаммы. Это позволяет пред-

положить, что в природе возникновение пандемических штаммов вируса гриппа А связано с конверген-

цией их внутренних белков к обнаруженным нами инвариантам пандемичности. Поскольку для выявле-

ния инвариантов пандемичности достаточно было обучающей выборки, состоящей из штаммов пандемий 

1918 (H1N1), 1957 (H2N2), 1968 (H3N2), 1977 (H1N1) гг., то пандемию гриппа 2009–2010 гг. можно было бы 

предсказать на самой ранней ее стадии по данным секвенирования генома и протеома циркулировавших 

штаммов. По данным сравнительного анализа, внутренние белки птичьих штаммов Н5N1 и Н7N9 не близ-

ки к таковым пандемических штаммов, а для их нуклеопротеина свойственны особенности аминокис-

лотного состава. Это дает основание полагать, что угроза возникновения новой пандемии гриппа, спро-

воцированной ныне циркулирующими птичьими штаммами, маловероятна. Инвариантные паттерны 

пандемических штаммов потенциально могут быть использованы для отслеживания предпандемических 

штаммов среди циркулирующих вирусов гриппа А и выявления траектории формирования возможной 

пандемической опасности.

Ключевые слова: вирус гриппа А, внутренние белки, инвариантные паттерны, пандемический потенциал, распознавание 

образов, прогнозирование пандемий.
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Kharchenko E.P.

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 

Russian Federation

Abstract. The purpose of the study was to find molecular recognition characteristics of pandemic strains of inf lu-

enza A viruses and to find out whether avian strains are the probable cause of a new inf luenza pandemic. Computer 

analysis of the internal proteins (nucleoprotein, matrix protein M1 and M2 proteins polymerase complex PB1, 

PB2 and PA, non-structural protein NS2; because of the variability of the length the non-structural NS1 protein 

was excluded from the analysis) of inf luenza A virus pandemics in 1918 (H1N1), 1957 (H2N2), 1968 (H3N2), 

1977 (H1N1) and 2009 (H1N1) strains was used for search of the invariant pattern primary structure. It was re-

vealed that internal proteins of pandemic strains are characterized by the constancy of the number and positions 

of certain amino acids and the presence of extended invariant fragments. On the basis of these identified patterns 

of invariances in internal proteins it was possible to accurately identify pandemic strains in the control sample. 

Pandemic strains, divided by decades in their emergence and different composition of subtypes of hemagglutinin 

and neuraminidase (H1, H2, H3 and N1, N2), have strong relationship for their internal proteins, forming a spe-

cial subset. This suggests that emergence of inf luenza A virus pandemic strains is related to convergence of their 

internal proteins to the detected pandemic invariants. To identify pandemic invariant patterns is enough to have 

the training set including strains of four pandemics (1918, 1957, 1968, 1977). Therefore the 2009–2010 pandemic 

inf luenza strain could be predicted at the earliest stage according to its genome and proteome sequencing. Ac-

cording to a comparative analysis, the internal proteins of avian strains H5N1 and H7N9, particularly their nuc-

leoproteins, are not close to those of pandemic strains. This suggests that the threat of a new inf luenza pandemic, 

provoked by current circulating avian strains, is unlikely. Invariant patterns of pandemic strains can potentially be 

used to track pre-pandemic strains among circulating inf luenza A viruses and detect the formation of a possible 

trajectory of pandemic alert.

Key words: influenza virus A, internal proteins, invariant patterns, pandemic potential, image recognition, pandemic prognosis.

Эволюционная изменчивость вирусов грип-

па типа А (ВГА) находит явное проявление 

в многообразии их поверхностных белков: ге-

магглютинина (HA) и нейраминидазы (NA) 

На сегодняшний день идентифицировано 

17 под типов HA и 10 подтипов NA [9]. Сопо-

ставление структур HA позволило сгруппиро-

вать ВГА в 4 клада [11]. При всем многообра-

зии существующих в природе комбинаций HA 

и NA, виновниками пандемий 1918, 1957, 1968, 

1977 и 2009 гг. служили лишь подтипы H1N1, 

H2N2 и H3N2. Филогенетический анализ гено-

ма и протеома пандемических штаммов (ПШ) 

дает основание полагать, что пандемические 

штаммы 1957, 1968, 1977 и 2009 гг. ведут свое 

происхождение от ПШ птичьего происхожде-

ния 1918 г. [7, 13].

В отличие от HA и NA, первичная структура 

внутренних белков (ВБ) (мембранных белков 

(М1 и М2), нуклеопротеина (NP), белков по-

лимеразного комплекса (PB1, PB2 и PA) и не-

структурных белков (NS1 и NS2) консерва-

тивна. С возрождением ПШ 1918 г. [12, 14] уже 

доступны молекулярные характеристики ПШ 

пяти последних пандемий гриппа, что позво-

ляет, отвлекаясь от филогенетического кон-

текста, сформулировать вопрос: имеют ли ПШ 

такие особенности характеристик их ВБ, кото-

рые отличают их от непандемических штаммов 

(неПШ) (например, сезонных штаммов); то есть 

возможно ли сегодня безошибочно распознать 

ПШ среди других штаммов и прослеживать 

возникновение пандемического потенциала 

у циркулирующих штаммов?

Исследование последних лет показали но-

вые структурно-функциональные связи гено-

ма ВГА с организмом хозяина в инфекционном 

процессе. К примеру, выявлено, что геном ви-

руса является источником регуляторных малых 

интерферирующих РНК (миРНК), открыты 

новые рамки считывания генома и др. [1]. Од-

нако не исключено, что возникновение панде-

мического потенциала у ВГА связано (помимо 

возникновения новой комбинации HA и NA) 

и с приобретением ВБ уникальных типовых 

пандемических паттернов. Для проверки этого 

предположения нами с помощью компьютерно-

го анализа сопоставлены первичные структуры 

белков ПШ и неПШ ВГА. Выявлено, что белкам 

М1, М2, NP, PB1, PB2, PA и NS2 известных ПШ 

свойственно наличие инвариантных паттер-

нов — общих, строго консервативных блоков 

в их первичных структурах, отличающих их 

от неПШ, которые могли бы быть использованы 

в качестве молекулярных маркеров пандемич-

ности ВГА.
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Анализ включал 75 штаммов ВГА, выделен-

ных у человека, свиньи и птиц, в числе кото-

рых подтипы H1N1, H2N2, H3N2, H5N1, H7N9, 

H9N2, H10N3, H7N7, H4N6 и H6N1. Источни-

ком первичных структур их ВБ служили обще-

доступные в Интернете базы данных (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov и http://platform.gisaid.org). 

Из-за вариабельности длины NS1 белок был ис-

ключен из анализа. С помощью первого блока 

компьютерной программы первичные структу-

ры ВБ были транслированы в их аминокислот-

ные составы. Сравнение последних позволило 

выявить в первичной структуре М1, М2, NP, 

PB1, PB2, PA, и NS2 белков пяти ПШ обучающей 

выборки (H1N1 A/Brevig Mission/1/18, H1N1 A/

USSR/90/1977, H1N1 A/California/08/2009, H2N2 

A/Japan/305/1957 и H3N2 A/Aichi/2/1968) по-

стоянство числа и позиций для определенных 

аминокислот. Совокупность этих инвариантов 

по указанным белкам ПШ обозначена нами как 

инвариантные паттерны по аминокислотному 

составу (ИПАС) (см. табл. 1).

С помощью второго блока компьютерной 

программы на основе этих ИПАС был вы-

полнен поиск в контрольной выборке дру-

гих ПШ и анализ, по каким белкам и каким 

аминокислотам в них конкретный неПШ от-

личался от ПШ. Штамм исключался из числа 

ПШ, если выявлялось хотя бы одно отличие 

по ИПАС. Далее путем сравнения аминокис-

лотных последовательностей ВБ пяти ПШ обу-

чающей выборки для каждого белка выводили 

матрицу инвариантности первичной струк-

туры (МИПС) ПШ (см. пример по белку М2 

в табл. 3).

С помощью третьего блока компьютерной 

программы также был выполнен поиск в конт-

рольной выборке других ПШ и определены от-

личия белков неПШ от МИПС. Исключение 

штамма из числа ПШ проводилось при нали-

чии хотя бы одного отличия структуры их ВБ 

от МИПС.

Результаты

Первый подход распознавания ПШ был ос-

нован на анализе показателей количественного 

состава аминокислот ВБ у ПШ обучающей вы-

борки, и он позволил выявить два типа ИПАС. 

Один из них охватывает те аминокислоты, об-

щая численность которых и их позиция в пер-

вичной структуре соответствующих белков 

остается постоянной у всех ПШ. Например, 

в белке М2 всех ПШ обучающей выборки число 

остатков D* составляет 6 (см. табл. 1), и их по-

зиции в первичной структуре у всех ПШ иден-

тичны (табл. 3). Второй тип ИПАС относится 

к тем аминокислотам, число которых в соот-

ветствующем белке всех ПШ также является 

постоянным, но не все они характеризуется ин-

вариантной локализацией в первичной струк-

туре белка. Например, в том же белке М2 у всех 

ПШ число остатков V равно 6 (табл. 1), но по-

зиция одного из остатков V в С-концевой части 

М2 у штамма (H1N1)A/CALIFORNIA/08/2009 

(табл. 3) не сов падает с другими ПШ.

Как видно из представленной в таблице 1 

сводки ИПАС обоих типов, каждый ВБ облада-

ет собственным ИПАС: уникальным составом 

входящих в него аминокислот, их постоянной 

общей численностью в белке и, соответствен-

но, строго определенными позициями в его 

первичной структуре для аминокислот, состав-

ляющих ИПАС первого типа. В ИПАС входят 

также инвариантные по числу и расположению 

аминокислоты, характерные для всех изолятов 

ВГА, и среди них, в частности, триптофан. Бе-

лок РВ1 имеет самый сложный, а белок РА — 

самый простой ИПАС. В целом сводка ИПАС 

первого типа охватывает 191 позицию амино-

кислот ВБ у ПШ. Совокупность ИПАС у ВБ поз-

волила правильно распознать все (13 штаммов) 

ПШ контрольной выборки, исключив осталь-

ные 57 неПШ, причем прогноз был правильным 

как при использования только ИПАС первого 

типа, так и при совместном использовании обо-

их типов ИПАС. Но во втором случае различия 

ТАБЛИЦА 1. ИНВАРИАНТНЫЕ ПАТТЕРНЫ 

ПО АМИНОКИСЛОТНОМУ СОСТАВУ ВНУТРЕННИХ 

БЕЛКОВ ПАНДЕМИЧЕСКИХ ШТАММОВ

Белок

Инвариантные паттерны 

аминокислотного состава

Первый тип Второй тип

М1 E(17), W(1), F(7), G(16), M(14) P(8), C(3), Y(5)

М2 D(6), P(4), C(3), W(2), M(2) V(6), I(8)

NP C(6), W(6), F(17), Q(21)

PB1
H(10), P(32), C(10), Y(25), 

W(9), F(33)
Q(31)

PB2 W(10), F(24) E(52), C(5), G(48)

PA W(12) E(77)

NS2 H(2), D(5), C(0), W(2)

Примечание: подчеркнутые аминокислоты инвариантны 
у всех штаммов ВГА.

*  В статье используется международный код аминокислот: A — аланин, C — цистеин, D — аспарагиновая кислота, 

E — глутаминовая кислота, F — фенилаланин, G — глицин, H — гистидин, I — изолейцин, K — лизин, L — лейцин, 

M — метионин, N — аспарагин, P — пролин, Q — глутамин, R — аргинин, S — серин, T — треонин, V — валин, 

W — триптофан, Y — тирозин.
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неПШ от ПШ были более высокими. При этом 

достаточно было воспользоваться инвариант-

ными паттернами лишь М1, М2, NP, PB1, PB2 

и PA белков, не привлекая данные по NS2 бел-

ку. В таблице 2 для примера представлены дан-

ные по части штаммов контрольной выборки. 

Из нее видно, что неПШ отличаются от ПШ 

по разным сочетаниям белков, причем эти от-

клонения проявляются как в избыточном, так 

и в недостаточном количестве инвариантных 

(для ПШ) аминокислот. Примечательно, что 

подтипы H5N1 и H7N9 содержат в избытке ами-

нокислоты Q и F в белке NP, что является од-

ной из характерных особенностей NP птичьих 

штаммов.

Второй подход распознавания «молекуляр-

ных образов» ПШ был основан на построе-

нии МИПС белков ПШ обучающей выборки. 

Пример построения МИПС показан на М2 

белке в таблице 3. В ней верхние 5 строк пред-

ставлены первичными структурами белка М2 

пяти ПШ обучающей выборки. Из них выво-

дится МИПС М2 (строка 6), в которой обозна-

чены только строго консервативные позиции 

аминокислот, а точками представлены пози-

ции заменяемых у разных ПШ аминокислот. 

Последние, как правило, являются изофунк-

циональными по размеру, гидрофобности или 

заряду. Ниже матрицы инвариантности М2 

представлены первичные структуры М2 пти-

чьих штаммов H5N1 A/Indonesia/5/2005 и H7N9 

A/Shanghai/2/2013 (соответственно строки 7 

и 8), вызывающих тревогу из-за потенциальной 

опасности трансформации их в пандемические. 

Сравнение МИПС с первичными структурами 

ВБ штаммов контрольной выборки проводи-

лось только по консервативным позициям. Как 

видно из таблицы 3, в случае белка М2 у H5N1 

A/Indonesia/5/2005 имеются отличия (они под-

черкнуты) по двум, а у H7N9 A/Shanghai/2/2013 

по шести позициям.

Распознавание ВГА на основе МИПС позво-

лило также успешно идентифицировать в конт-

рольной выборке все ПШ и выявило, что ПШ 

являются наиболее близкими по родству их ВБ. 

В таблице 4 в качестве иллюстрации представ-

лены различия по МИПС семи ВБ для четырех 

неПШ ВГА. Видно, что от штамма к штамму 

отличия от МИПС по каждому ВБ заметно ва-

рьируют. Если учесть сильные различия меж-

ду ВБ по длине, то самыми консервативными 

являются белки полимеразного комплекса. 

ТАБЛИЦА 3. ПРИМЕР ПОСТРОЕНИЯ МАТРИЦЫ ИНВАРИАНТНОСТИ ПЕРВИЧНОЙ СТРУКТУРЫ 

ДЛЯ БЕЛКА М2 ПАНДЕМИЧЕСКИХ ШТАММОВ

1. MSLLTEVETPTRNEWGCRCNDSSDPLVIAASIIGILHLILWILDRLFFKCIYRRLKYGLKRGPSTEGVPESMREEYRKEQQSAVDVDDGHFVNIELE
2. MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSDPLVVAASIIGILHLILWILDRLFFKCIYRLFKHGLKRGPSTEGVPESMREEYRKEQQNAVDADDSHFVNIELE
3. MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIAANIIGILHLILWITDRLFFKCIYRRFKYGLKRGPSTEGVPESMREEYQQEQQSAVDVDDGHFVNIELE
4. MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSDPLVVAASIIGILHLILWILDRLFFKCIYRFFKHGLKRGPSTEGVPESMREEYRKEQQSAVDADDSHFVSIELE
5. MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSDPLVVAASIIGILHLILWILDRLFFKCIYRFFEHGLKRGPSTEGVPESMREEYRKEQQSAVDADDSHFVSIELE

�
6. MSLLTEVETP.R.ЕW.CRC.DSSDPLV.AA.IIGILHLILWI.DRLFFKCIYR....GLKRGPSTEGVPESMREEY..EQQ.AVD.DD.HFV.IELE

7. MSLLTEVETPTRNEWECRCSDSSDPLVVAASIIGILHLILWILDRLFFKCIYRRLKYGLKRGPSKTGVPESMREEYRQEQQSAVDVDDGHFVNIELE
8. MSLLTEVETPTRTGWECNCSGSSEPLVVAANIIGILHLILWILDRLFFKCIYRRFKYGLKRGPSTEGMPESMREEYRQEQQNAVDVDDGHFVNIELK

Примечание: 1 — (H1N1)A/Brevig Mission/1/18; 2 — (H1N1)A/USSR/90/1977; 3 — (H1N1)A/CALIFORNIA/08/2009; 
4 — (H2N2)A/Japan/305/1957; 5 — (H3N2)A/AICHI/2/1968; 6 — матрица инвариантности белка М2 для ПШ; 7 — (H5N1)A/
Indonesia/5/2005; 8 — (H7N9) A/Shanghai/2/2013. В матрице белка М2(6) подчеркнуты аминокислоты, инвариантные для ПШ 
по количеству и расположению в первичной структуре (см. табл. 1). В строках 7 и 8 подчеркнуты те позиции аминокислот, 
которые отличаются от матрицы инвариантности М2(6).

ТАБЛИЦА 2. ОТКЛОНЕНИЯ ВНУТРЕННИХ БЕЛКОВ НЕКОТОРЫХ ВИРУСОВ ГРИППА А 

ОТ ИНВАРИАНТНЫХ ПАТТЕРНОВ ПО АМИНОКИСЛОТНОМУ СОСТАВУ ПАНДЕМИЧЕСКИХ ШТАММОВ

H1N1 A/PUERTO RICO/8/1934 (D = 4) [NP:F(+1); M2:D(-1); PB2:F(+1); NS2:H(+1)]

H1N1 A/DISTRICT OF COLUMBIA/WRAMC-1154048/2008 (D = 5) [M2:D(+1),C(-1); PB1:Y(+1); NS2:H(+2)]

H1N1 A/Mexico/4115/2009 (D = 0)

H5N1 A/Indonesia/5/ (D = 3) [NP:F(+1),Q(+1); PB2:F(-1)]

H7N9 A/Shanghai/2/2013 (D = 7) [NP:F(+1),Q(1+); M1:F(1), G(+1); M2:D(-2), M(+1)]

Примечание: D — общее число («инвариантных») аминокислот, по которым ВБ вируса отличаются от ИПАС ПШ. 
В квадратных скобках указаны белки и какие в них («инвариантные») аминокислоты в избытке (+) или в недостатке (–) 
по сравнению с ИПАС ПШ.
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По суммарному показателю наиболее удален 

от ПШ штамм H1N1 A/District of Columbia/

WRAMC-1154048/2008. Птичий штамм H5N1 

A/Indonesia/5/2005 ближе к ПШ, чем штамм 

H7N9 A/Shanghai/2/2013.

Обсуждение

Данные выполненного нами анализа сви-

детельствуют о том, что распознавание «моле-

кулярных образов» ПШ, основанное на учете 

разных аспектов первичной структуры ВБ ВГА, 

оказалось успешным, правильно выделив все 

ПШ и исключив неПШ в контрольной выборке 

ВГА. Оно реализовалось благодаря существо-

ванию в ВБ у ПШ комплекса инвариантнос-

тей, полное сочетание которых не свойственно 

неПШ. Примечательно, что отличия каждого 

неПШ от ПШ затрагивают все ВБ (табл. 1 и 4), 

значительно превосходя заложенный в правило 

дифференцирования ПШ от неПШ минималь-

ный порог: хотя бы одно отличие. Хотя первый 

подход распознавания, основанный на ИПАС, 

является, по существу, «усеченным» вариантом 

второго подхода, однако по эффективности он 

не уступает последнему. ПШ, разделенные по их 

возникновению десятками лет и отличающиеся 

составом подтипов НА и NA (Н1, Н2, Н3 и N1, 

N2), имеют сильное сходство по М1, М2, NP, 

PB1, PB2, PA и NS2 белкам, образуя особое под-

множество, от которого на разных расстояни-

ях «отдалены» неПШ. Некоторые неПШ могут 

быть очень близки и даже идентичны МИПС 

какого-то одного белка ПШ, но не по всем ВБ. 

ИПАС и МИПС отдельных белков составляют 

совокупный инвариантный паттерн BБ ПШ 

вируса гриппа А.

Возникает несколько вопросов, и первый 

из них — можно ли было предсказать панде-

мию 2009–2010 гг. и возможно ли прогнозиро-

вать будущие пандемии? На первую часть этого 

вопроса можно ответить утвердительно. В на-

ших двух подходах распознавания ПШ в каче-

стве обучающей выборки было бы достаточно 

иметь, вместо пяти, четыре штамма пандемий 

1918, 1957, 1968 и 1977 гг., чтобы точно опреде-

лить принадлежность того или иного штамма 

к ПШ при условии, что в природе возникнове-

ние ПШ ВГА связано с конвергенцией его ВБ 

к выявленным нами инвариантам пандемич-

ности. Это условие у вируса пандемии 2009 г. 

проявилось, и, следовательно, используя опи-

сываемые нами подходы распознавания ПШ, 

пандемию 2009–2010 гг. можно было предска-

зать на самой ранней ее стадии по данным сек-

венирования генома и протеома циркулиро-

вавших штаммов.

Некоторые авторы считают, что «абсолют-

ным требованием для возникновения пан-

демии, по-видимому, является смена НА» 

[13]. Если признать вспышку эпидемии грип-

па в 1977 г. ограниченной пандемией (а ха-

рактеристики вызвавшего ее штамма H1N1 

A/USSR/90/1977 точно соответствуют ПШ), 

то пандемия гриппа 2009 г. была иниции-

рована возбудителем без смены по отноше-

нию к пандемии 1977 г. подтипов HA и NA. 

Счи тается, что смена подтипа НА позволяет 

обойти сформировавшийся популяционный 

иммунитет к ранее циркулировавшим штам-

мам ВГА. Однако возможен и другой сцена-

рий: смены самого подтипа НА у возбудителя 

не происходит из-за высокой мимикрии в его 

структуре фрагментов различных белков че-

ловека, что делает вирус плохо распознава-

емым иммунной системой и не препятству-

ет инфекционному процессу с более слабым 

проявлением патогенности/вирулентности. 

Либо наоборот: из-за резко выраженных из-

менений в НА, отличающих его от ранее цир-

кулировавших штаммов ВГА и штаммов, вы-

звавших предшест вовавшую пандемию, ПШ 

оказывается высоковирулентным. Анализ 

иммуноэпитопов НА и NA у ПШ 1918, 1977 

и 2009 гг. свидетельст вует о том, что ПШ 

2009 г., по сравнению с ПШ 1918 и 1977 гг., су-

щественно меньше чужероден для иммунной 

системы человека [2] (то есть пандемия 2009 г. 

ТАБЛИЦА 4. ОТЛИЧИЯ ПО ЧИСЛУ АМИНОКИСЛОТ ВНУТРЕННИХ БЕЛКОВ НЕКОТОРЫХ ШТАММОВ 

ВИРУСА ГРИППА А ОТ МАТРИЦ ИНВАРИАНТНОСТИ ПАНДЕМИЧЕСКИХ ШТАММОВ

Штаммы
Внутренние белки

M1 M2 NP PB1 PB2 PA NS2 Σ

H1N1 A/PuertoRico/8/1934 1 4 6 7 8 4 2 32

H1N1 A/District of Columbia/
WRAMC-1154048/2008 

3 3 6 7 10 8 5 42

H1N1 A/Mexico/4115/2009 0 0 0 0 0 0 0 0

H5N1 A/Indonesia/5/2005 5 2 5 5 5 8 4 34

H7N9 A/Shanghai/2/2013 2 6 8 6 4 11 3 40

Примечание: Σ — сумма указанных по горизонтали значений отклонений всех ВБ штамма от МИПШ.
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протекала по первому сценарию), объясняя, 

по крайней мере частично, почему при панде-

мии 2009 г. не произошло смены подтипа НА 

и более слабую вирулентность ПШ 2009 г.

В связи с циркуляцией в природе птичьих 

штаммов, опасных для человека, естественным 

представляется вопрос: может ли каждый пти-

чий ВГА, способный инфицировать людей, при-

обрести пандемичность через последовательно 

генерируемые изменения фрагментов генома, 

не лимитированные структурными или функ-

циональными эволюционными ограничени-

ями, или же пандемические вирусы являются 

редкими образованиями, сложная констелля-

ция фрагментов генома которых не может быть 

легко сформирована, кроме как посредством 

редких и пока неясных механизмов [9]. Изна-

чально озабоченность исследователей была вы-

звана вирусом Н5N1. Хотя экспериментально 

показана возможность обретения ими (через 

серию мутаций [5] либо реассортацию, ассоци-

ированную с мутациями [6]) трансмиссии воз-

душно-капельным путем среди других живот-

ных, опасения по поводу Н5N1 стали несколько 

ослабевать на фоне новой возникшей вспышки 

гриппа, виновником который стал другой пти-

чий вирус. Очередной раунд тревожности свя-

зан с вирусом Н7N9 [4, 10].

В генерации новых штаммов ВГА, природа, 

как известно, активно использует и реассорта-

цию, и мутации, и, хотя репликационная сис-

тема ВГА не обладает строгой редактирующей 

способностью, само многообразие подтипов НА 

и NА у ВГА, способных распознавать рецепторы 

человеческих клеток, служат свидетельством 

слабого эволюционного ограничения на уров-

не НА и NА и, соответственно, примером того, 

что одна и та же функция может реализоваться 

разными структурами. В то же время, сущест-

венную консервативность на уровне белков 

полимеразного комплекса (или же NS2 белка) 

можно рассматривать как проявление функцио-

нального ограничения. Модификации птичьих 

штаммов Н5N1 показали, что обретение ими 

трансмиссивности среди экспериментальных 

животных также можно достичь разными пу-

тями [5, 6]. Однако лабораторные модели час-

то не приемлемы в самой природе. Природа 

формирования пандемичности является более 

сложной. Выявление у ПШ инвариантных мат-

риц их ВБ свидетельствует, что возникнове-

ние пандемичности требует весьма строгого 

консенсуса первичных структур вирусных ВБ 

и, в частности, белков полимеразного комплек-

са, который проявляет, как показано [3], взаи-

модействие со множеством белков хозяина.

Из-за стохастичности мутационного про-

цесса и связанных с ней хаотичностью и не-

определенностью изменений первичных струк-

тур белков, возможности возникновения ПШ 

прямо из птичьих штаммов через серийные му-

тации представляются весьма ограниченными. 

Ведущим механизмом в возникновении ПШ, 

судя по данным филогенетического анализа, 

является реассортация компонентов генома ви-

руса гриппа, сопровождаемая непрерывно про-

текающим мутационным процессом. В при-

роде ВГА репродуцируется с континуумом 

изменений первичных последовательностей 

составляющих их белков, и отдельные штаммы 

разных хозяев могут содержать какой-то из бел-

ков, близкий или идентичный соответствую-

щей МИПС. Такие штаммы вирусов не явля-

ются редкостью. Так, М1 белок штамма H1N1 

A/PuertoRico/8/1934 отличается от соответ-

ствующей МИПС по одной позиции (табл. 4). 

Реассортация приводит к возникновению 

множества комбинаций генов, и наиболее жиз-

неспособными, возможно, оказываются вирио-

ны с констелляцией генов, обеспечивающей 

наибольшую близость с МИПС. Появление 

у реассортантов 2–3 белков с МИПС соответ-

ствующих белков можно было бы рассматри-

вать как возникновение предПШ, способных 

формировать траектории пандемичности. По-

скольку ПШ обладают наиболее высокими ха-

рактеристиками по репродукции и трансмис-

сивности, то приближающиеся к ним предПШ 

будут, вероятно, обладать более высокой выжи-

ваемостью и способностью выступать в качест-

ве аттрактора новых реассортаций, обновляя 

и еще более приближая состав компонентов их 

генома к ПШ. Этот гипотетический сценарий 

способствует быстрому и неожиданному воз-

никновению штамма с пандемическими свой-

ствами, как это случилось с пандемией 2009 г.

Если в отношении происхождения возбуди-

теля пандемии 1918 г. данные филогенетическо-

го анализа противоречивы, то не вызывает со-

мнения, что три последние пандемии явились 

результатом реассортации предсуществовав-

ших адаптированных к человеку или к свинье 

вирусов с импортированием генов из птичьих 

вирусов, но не из-за адаптации de novo пти-

чьих ВГА к человеку. Ни одна из пяти послед-

них пандемий, как известно, не была ассоци-

ирована по времени с эпизоотией у домашних 

или перелетных птиц [9]. Хотя для гриппозной 

инфекции видовые барьеры низки, различия 

человеческих и птичьих вирусов гриппа по до-

минированию у них разных субтипов НА и NА, 

как и особенности первичных структур их ВБ, 

служат высоким барьером для трансмиссии 

птичьих вирусов от человека человеку и после-

дующей продуктивной инфекции [9]. Из таб-

лиц 2 и 4 видно, что даже при высокой консерва-

тивности ВБ среди ВГА, штаммы Н5N1 и Н7N9 

не близки к ПШ, и по своим характеристикам 
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не отличаются от сезонных штаммов Н1N1. 

Если решать дилемму с Н5N1 и Н7N9 — являет-

ся ли эти птичьи штаммы «отступающим рис-

ком или грядущей катастрофой» человечества 

[8] — то данные по распознаванию образов ВБ 

ПШ свидетельствуют о большей вероятности 

первого.

Возвращаясь к вопросу о прогнозировании 

возникновения будущих пандемий гриппа, 

хотелось бы подчеркнуть, что выполненный 

нами анализ позволяет предположить, что ПШ 

1918, 1957, 1968, 1977 и 2009 гг. обрели свой пан-

демический потенциал конвергенцией их ВБ 

к пандемическим инвариантам; то есть панде-

мический потенциал ВГА формировался уни-

кальной комбинацией ВБ, которая случайно 

и приближенно воссоздавалась через различ-

ные промежутки времени, исчисляемые десят-

ками лет. Если эта комбинация молекулярных 

инвариантных паттернов служит фундамен-

тальной основой пандемичности и воспроиз-

водилась ранее в пандемиях минувших столе-

тий, то прогнозирование будущих пандемий 

гриппа не представляется уже нереальным 

или недостижимым. Трудность заключается 

в необходимости регулярного мониторинга 

множест ва циркулирующих в природе штам-

мов ВГА у разных хозяев и обязательного сек-

венирования их генов для контроля распро-

странения тех штаммов, которые содержат хотя 

бы один из белков, приближающийся к ИПАС 

и МИПС соответствующего белка ПШ. Цирку-

ляция и реассортация ВГА в разных видах жи-

вотных и возможность адаптации их к разным 

хозяевам требуют тесной координации служб 

надзора в здравоохранении и ветеринарии, 

единого методологичес кого уровня анализа 

и открытого обмена полученными данными.

Заключение

С помощью компьютерного анализа уста-

новлено, что ВБ пандемических штаммов ВГА 

характеризуются наличием инвариантных пат-

тернов в их первичных структурах, что позво-

лило посредством двух подходов распознава-

ния образов безошибочно идентифицировать 

ПШ в контрольной выборке. Инвариантные 

паттерны ПШ потенциально могут быть ис-

пользованы для отслеживания предПШ среди 

циркулирующих ВГА и выявления траекто-

рии формирования возможной пандемической 

опасности.
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СВЯЗЬ ПОЛИМОРФИЗМОВ ГЕНА TREM-1 

С ИНФЕКЦИОННЫМ ЭНДОКАРДИТОМ

А.В. Понасенко1, А.Г. Кутихин1, М.В. Хуторная1, А.Е. Южалин2, Н.В. Рутковская1, 

А.С. Головкин3

1 ФГБНУ НИИ комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний, г. Кемерово, Россия
2 Институт радиационной онкологии и биологии им. Грея, Оксфорд, Великобритания
3 Северо-Западный федеральный медицинский центр имени В.А. Алмазова, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Инфекционный эндокардит (ИЭ) представляет собой воспаление эндотелия камер и клапанов серд-

ца и обычно имеет бактериальную этиологию. Развитие ИЭ в значительной степени определяется эффектив-

ностью ответа иммунной системы на инфекцию. Генетически детерминированный врожденный иммунный 

ответ является наиболее важным с точки зрения первичного иммунного реагирования на транзиторную 

бактериемию. Координация реакций врожденного иммунитета происходит за счет рецепторов, различаю-

щих однотипные и филогенетически консервативные молекулы микроорганизмов, участвующие в их сте-

реотипных жизненно важных функциях. В то же время, врожденная иммунная система реагирует как не-

посредственно на молекулярные паттерны микроорганизмов, так и на потенциально опасные изменения 

в организме, вызванные инфекцией или другими патологическими процессами. Для быстрого ответа врож-

денная иммунная система использует неклональные наборы распознающих рецепторов. Одним из таких ре-

цепторов, способных модулировать ответ клеток врожденного иммунитета, является триггерный рецептор, 

экспрессированный на миелоидных клетках-1 (TREM-1 — Triggering receptor expressed on myeloid cells type 1). 

Триггерные рецепторы, экспрессируемые на миелоидных клетках (TREMs), являются ключевыми эффек-

торами врожденного иммунитета, играя важную роль в распознавании инфекционных агентов, особенно 

бактерий. Было сделано предположение, что наследственные межиндивидуальные различия структуры гена 

TREM-1 могут влиять на риск возникновения ИЭ. Для подтверждения гипотезы мы проанализировали рас-

пределение генотипов и аллелей полиморфизмов TREM-1 (rs1817537, rs3804277, rs6910730, rs7768162, rs2234246, 

rs4711668, rs9471535, rs2234237) у 110 больных ИЭ, принадлежащих к русскому этносу, и у 300 здоровых доно-

ров крови. Группы не имели статистически значимых отличий по полу, возрасту (±4 года), этнической при-

надлежности и месту проживания (крупный промышленный регион Западной Сибири). После вычисления 

отношения шансов (ОШ) с 95% доверительным интервалом (95%ДИ), статистически значимой связи иссле-

дованных полиморфизмов и вероятности возникновения ИЭ не обнаружено. Однако, выявлено, что поли-

морфизм rs1817537 TREM-1 связан со сниженным риском развития ИЭ (ОШ = 0,60; 95%ДИ = 0,37–0,99; р = 

0,046 по доминантной модели наследования). Тем не менее, это различие теряло статистическую значимость 

после поправки на множественные сравнения. Для выяснения роли наследственных межиндивидуальных 

различий структуры генов врожденного иммунитета в развитии ИЭ необходимы дальнейшие масштабные 

исследования.

Ключевые слова: инфекционный эндокардит, генные полиморфизмы, врожденный иммунитет, TREM-1, воспалительный 

ответ, инфекционный иммунитет.
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Abstract. Infective endocarditis (IE) is a septic inflammation of endocardium, which generally involves the lining of the 

heart chambers and heart valves. The development of IE depends in many respects on how properly and efficiently the im-

mune system responds to the occurrence of an infection. Innate immunity, which carries out the response to a transient 

bacteremia, is genetically determined in a large extent. Pattern recognition receptors, which identify pathogen- and dan-

ger-associated molecular patterns, are the main effectors of innate immune response; one of these receptors is triggering 

receptor expressed on myeloid cells-1 (TREM-1). We hypothesized that inherited variation in TREM-1 gene may affect 

individual susceptibility to IE. The distribution of genotypes and alleles of rs1817537, rs3804277, rs6910730, rs7768162, 

rs2234246, rs4711668, rs9471535, and rs2234237 gene polymorphisms was investigated in 110 Caucasian (Russian) subjects 

with IE and 300 age-, sex-, and ethnicity-matched healthy blood donors. Odds ratios with 95% confidence intervals were 

calculated. We found that rs1817537 polymorphism was associated with decreased IE risk (OR = 0.60; 95%CI = 0.37–0.99; 

р = 0.046, dominant model); however, this was not significant after an adjustment for multiple comparisons. Therefore, 

we observed no statistically significant association between the investigated polymorphisms within TREM-1 gene and IE. 

Further in-depth investigations in this field are necessary to shed the light on the impact of inherited variation within in-

nate immune response genes on the development of IE.

Key words: infective endocarditis, gene polymorphisms, innate immunity, TREM-1, inflammatory response, infectious immunity.

Введение

Инфекционный эндокардит (ИЭ) представ-

ляет собой септическое воспаление эндотелия 

камер и клапанов сердца [10]. Наиболее час то 

встречается ИЭ бактериальной этиологии. В ос-

новном ИЭ вызывается стафилококками, стреп-

тококками и энтерококками [10]. В то же время 

другие инфекционные агенты (к примеру, гри-

бы) также могут стать причиной этого заболе-

вания [2, 8]. Как правило, клинически ИЭ про-

является лихорадкой с ознобом, повышенной 

утомляемостью, недомоганием и сердечными 

шумами. Результатом воспалительного процес-

са является нарушение подвижности створок 

клапанов и возникновение гидродинамических 

нарушений, что требует хирургичес кой коррек-

ции и проведения полостной операции [10]. Хотя 

частота ИЭ относительно невелика (2–4 случая 

на 100 тыс. населения в США и 15–60 случаев 

на 1 млн в среднем в мире ежегодно), лечение 

этого заболевания представляет определенные 

сложности. Несмот ря на существенный прог-

ресс в ранней диагностике и совершенствование 

консервативных и хирургических методов ле-

чения в последние десятилетия, прогноз у мно-

гих пациентов с ИЭ остается неблагоприятным 

[14]. Летальность варьирует от 10% (в случаях 

стрептококкового ИЭ) до 30–40% (в случаях 

ИЭ, вызываемого золотистым стафилококком 

[S. aureus]) [5, 17], и до 70% в определенных груп-

пах риска [14].

Основными звеньями патогенеза ИЭ явля-

ются: бактериемия, травма эндокарда и измене-

ние иммунного реагирования [1]. Развитие ИЭ 

в значительной степени определяется эффек-

тивностью ответа иммунной системы на ин-

фекцию. В настоящее время выявлена важная 

роль наследственных межиндивидуальных 

различий структуры генов иммунной системы 

в предрасположенности ко многим заболева-

ниям [18]. Одной из наиболее изученных групп 

таких различий являются однонуклеотидные 

полиморфизмы (SNP), которые представляют 

значительный интерес как возможные предик-

тивные биомаркеры [18]. Функциональными 

последствиями однонуклеотидных полимор-

физмов могут быть изменение структуры и/или 

экспрессии белков, образование нового кодо-

на инициации трансляции или нового стоп-

кодона, или дестабилизация мРНК [18]. Таким 

образом, можно предположить, что однонук-

леотидные полиморфизмы ключевых генов им-

мунной системы могут влиять на развитие и те-

чение ИЭ.

Триггерный рецептор, экспрессируемый 

на миелоидных клетках-1 (TREM-1), регулирует 

опосредованный нейтрофилами и моноцитами 

воспалительный ответ, запускаемый бактери-

альной или грибковой инфекцией. В сравнении 

с Toll-подобными рецепторами, TREM-1 значи-

тельно менее изучен, однако важность его роли 

в иммунном ответе не подвергается сомнению. 

Активация TREM-1 ведет к дегрануляции, ре-

спираторному взрыву и фагоцитозу [12]. Кро-

ме того, TREM-1 контролирует выделение 

ряда провоспалительных цитокинов (IL-1β, 

IL-6, TNFα) и хемокинов (IL-8, MCP-1). Более 

того, было продемонстрировано, что TREM-1 

характеризуется интеграцией своих сигналь-

ных путей с некоторыми Toll-подобными ре-

цепторами. К примеру, TREM-1 усиливает 
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на протяжении инфекции [7], а также действует 

синергично с липополисахаридом бактериаль-

ной стенки, индуцируя экспрессию многих ге-

нов (IL-6, TNFα) [6]. Известно более 200 поли-

морфизмов TREM-1 [11], однако почти все они 

остаются неизученными.

Цель исследования: определить наличие 

ассоциативных связей между однонуклеотид-

ными полиморфизмами гена TREM-1 и риском 

развития инфекционного эндокардита.

Материал и методы

Участники исследования. В исследование 

включено 110 принадлежащих к русскому этно-

су пациентов с верифицированным диагнозом 

инфекционного эндокардита. Все пациенты пе-

ренесли оперативное вмешательство по проте-

зированию клапанов сердца в Кузбасском кар-

диологическом центре в период с 2009 по 2013 гг. 

включительно. Все случаи ИЭ были подтверж-

дены гистологически и по модифицированным 

критериям Duke (1 большой и 1 малый крите-

рий или 3 малых критерия) [3].

Все пациенты с ИЭ получали антибиотико-

терапию в острой фазе заболевания в стациона-

рах по месту жительства. В предоперационном 

периоде в Кузбасском кардиологическом цент-

ре также проводилась антибиотикотерапия 

и лечение всех сопутствующих заболеваний. 

Контрольная группа была сформирована из 300 

асимптомных здоровых доноров крови, не име-

ющих в анамнезе сердечно-сосудистых и ауто-

иммунных заболеваний, без основных фак-

торов риска развития ишемических событий, 

а также не имеющих статистически значимых 

отличий от опытной группы по полу, возрасту 

(±4 года) и этнической принадлежности. Более 

90% субъектов опытной и контрольной групп 

проживали в г. Кемерово и его окрестностях, 

мигранты и коренное население исключались 

из исследования. Протокол исследования был 

утвержден местным этическим комитетом, все 

участники исследования подписывали про-

токол информированного согласия на участие 

в исследовании.

Генотипирование. Исследовано 8 полимор-

физмов TREM-1 (rs1817537, rs3804277, rs6910730, 

rs7768162, rs2234246, rs4711668, rs9471535, 

rs2234237). Данные об этих полиморфизмах 

представлены в таблице 1. Пять миллилитров 

цельной периферической венозной крови за-

бирались в пробирку с этилендиаминтетраук-

сусной кислотой (ЭДТА). Геномная ДНК вы-

делялась из лейкоцитов фенол-хлороформным 

методом в соответствии со стандартным прото-

колом. Генотипирование проводилось в 96-лу-

ночном формате по технологии TaqMan (ал-

лель-специфичная ПЦР в реальном времени) 

при помощи амплификатора Applied Biosystems 

ViiA 7 Real-Time PCR System в соответствии 

с протоколом производителя. Лабораторный 

персонал, осуществлявший генотипирование, 

не знал, к опытной или контрольной группе 

принадлежат субъекты. Контроль качества ге-

нотипирования проводился посредством пов-

торного генотипирования 10% образцов.

Статистический анализ. Для описания воз-

раста участников исследования вычислялось 

среднее арифметическое, стандартное отклоне-

ние и 95% доверительный интервал (95%ДИ) для 

среднего арифметического, для описания каче-

ственных данных вычислялись доли. Статис-

тический анализ результатов генотипирования 

проводился посредством программы SNPStats 

[15]. Равновесие Харди–Вайнберга (РХВ) опре-

делялось при помощи критерия хи-квадрат Пир-

сона с одной степенью свободы для сравнения 

наблюдаемых и ожидаемых частот генотипов. 

Для оценки риска вычислялись отношение шан-

сов (ОШ) и 95% доверительные интервалы (ДИ) 

в пяти моделях наследования (кодоминантной, 

доминантной, рецессивной, сверхдоминант-

ной и лог-аддитивной). Различия признавались 

статистически значимыми при вероятности от-

клонить верную нулевую гипотезу P менее 0,05. 

Поправка на множественные сравнения прово-

ТАБЛИЦА 1. СПИСОК ИССЛЕДОВАННЫХ ПОЛИМОРФИЗМОВ

Полиморфизм Нуклеотидная замена Позиция Аминокислотная замена

rs1817537 C > G 407–599 интрон

rs3804277 A > G 407–1204 интрон

rs6910730 A > G 407–2665 интрон

rs7768162 A > G –64–1054 интрон

rs2234246 A > G N/A нетранслируемая область мРНК

rs4711668 C > T 407–2505 интрон

rs9471535 C > T –64–1033 интрон

rs2234237 A > T 73 Thr25Ser
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дилась при помощи вычисления False Discovery 

Rate (FDR, http://users.ox.ac.uk/~npike/fdr) и кри-

терия перестановок (permutation test, Statxact 9, 

Cytel Inc., MA, США).

Результаты

В исследование включены 110 пациентов 

с ИЭ и 300 здоровых доноров крови. Средний 

возраст обследованных составил 51,87 (50,55–

53,18). Статистически значимых различий 

в распределении пола и возраста между опыт-

ной и контрольной группами выявлено не было 

(табл. 2).

ИЭ нативного клапана был диагностирован 

у 72,3% (n = 80) пациентов основой группы, ИЭ 

протезированного клапана – у 27,7% (n = 30). 

Не было выявлено ни одного случая ИЭ, свя-

занного с имплантированным водителем рит-

ма. Стоит отметить, что 12,7% (n = 14) пациен-

тов имели ИЭ нативного и протезированного 

клапанов одновременно. Наиболее часто ИЭ 

поражал митральный клапан (39,1%, n = 43), 

аортальный клапан (19,1%, n = 21) или одно-

временно и митральный, и аортальный кла-

пан (18,2%, n = 20). Трикуспидальный клапан 

поражался в 17,3% (n = 19) случаев, в то время 

как и митральный, и трикуспидальный клапа-

ны одновременно поражались лишь в 4,5% (n = 

5) случаев. Таким образом, левосторонний ИЭ 

был диагностирован у 76,4% (n = 84), право-

сторонний — у 17,3% (n = 19), двусторонний – 

у 4,5% (n = 5) пациентов. Важно отметить, что 

17,3% (n = 19) больных ИЭ являлись потреби-

телями наркотиков. В качестве этиологических 

агентов ИЭ выступили: S. epidermidis (2,7%, 

n = 3), S. equi (1,8%, n = 2), S. aureus (4,5%, n = 

5) и Enterococcus spp. (0,9%, n = 1). В 90,1% (n = 

99) этиологический агент ИЭ выявлен не был. 

У больных ИЭ также были диагностированы 

гепатит C (7,2%, n = 8), гепатит B (1,8%, n = 2), 

хроническая почечная недостаточность (13,5%, 

n = 15), хроническая обструктивная болезнь 

легких (2,7%, n = 3), пневмония (8,1%, n = 9), 

пиелонефрит (11,7%, n = 13), ишемическая бо-

лезнь сердца (9,0%, n = 10) и легочная гипертен-

зия (24,3%, n = 27).

Распределение частот генотипов всех по-

лиморфизмов отвечало равновесию Харди–

Вайнберга (табл. 3), поэтому все полиморфиз-

мы были включены в статистический анализ. 

Генотипы C/G и G/G полиморфизма rs1817537 

были ассоциированы со сниженной вероятнос-

тью возникновения ИЭ (ОШ = 0,60; 95%ДИ = 

0,37–0,99; р = 0,046) в соответствии с доми-

нантной моделью наследования, однако это 

различие теряло статистическую значимость 

после поправки на множественные сравнения. 

Другие исследованные нами полиморфизмы 

TREM-1 не были статистически значимо ассо-

циированы с ИЭ. Не было найдено статисти-

чески значимых различий при стратификации 

опытной и контрольной групп по гендерным 

и возрастным подгруппам, а также при сравне-

нии частот гаплотипов в опытной и контроль-

ной группах.

Обсуждение

Целью нашей работы являлась проверка гипо-

тезы о возможной роли полиморфизмов TREM-1 

в развитии ИЭ. Основывая на распределении 

аллелей и генотипов в опытной и контрольной 

группах, мы выявили, что полиморфизм rs1817537 

TREM-1 был связан со снижен ным риском разви-

тия ИЭ (ОШ = 0,60; 95%ДИ = 0,37–0,99; р = 0,046 

в соответствии с доминантной моделью наследо-

вания), однако это различие теряло статистичес-

кую значимость после поправки на множествен-

ные сравнения. Другие полиморфизмы TREM-1 

не были ассоциированы с вероятностью возник-

новения ИЭ.

Насколько нам известно, мы провели второе 

в мире исследование по связи наследственных 

межиндивидуальных различий с риском раз-

вития ИЭ и первое — конкретно в отношении 

роли полиморфизмов TREM-1 в развитии ИЭ. 

Роль полиморфизмов TREM-1 в определении 

восприимчивости к различным заболевани-

ям до настоящего времени активно не иссле-

довалась. Было показано, что полиморфизмы 

rs9471535 и rs2234237 на 60% повышают риск 

развития интестинальной формы болезни Бех-

чета [8]. Полиморфизм rs2234237 был ассоции-

рован с высоким прогностическим риском раз-

вития сепсиса в соответствии с тремя моделями 

наследования [16] и с риском развития вентиля-

тор-ассоциированной пневмонии у пациентов 

с термическими ожогами [12], однако были по-

лучены и противоположные результаты [4].

ТАБЛИЦА 2. ХАРАКТЕРИСТИКИ ИССЛЕДУЕМОЙ ПОПУЛЯЦИИ

Контрольная группа Опытная группа Всего

Размер выборки, чел. (%) 300 (73,17%) 110 (26,83%) 410 (100,00%)

Средний возраст, лет 53,09 (51,61–54,57) 48,50 (45,81–51,18) 51,87 (50,55–53,18)

Мужчины, чел. (%) 190 (63,00%) 71 (65,00%) 261 (63,66%)

Женщины, чел. (%) 110 (37,00%) 39 (35,00%) 149 (36,34%)
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ТАБЛИЦА 3. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФИЗМОВ TREM-1 В КОНТРОЛЬНОЙ 

И ОПЫТНОЙ ГРУППАХ (С ПОПРАВКАМИ НА ПОЛ И ВОЗРАСТ)

Полиморфизм
Модель 

наследования
Генотип

Контрольная 

группа

Опытная 

группа
ОШ (95% ДИ) Значение p РХВ

rs2234246

Кодоминантная

C/C 78 (26%) 38 (35,2%) 1,00

0,22

Y

C/T 158 (52,7%) 50 (46,3%) 0,65 (0,38–1,09)

T/T 64 (21,3%) 20 (18,5%) 0,63 (0,33–1,23)

Доминантная
C/C 78 (26%) 38 (35,2%) 1,00

0,08
C/T-T/T 222 (74%) 70 (64,8%) 0,64 (0,39–1,05)

Рецессивная
C/C-C/T 236 (78,7%) 88 (81,5%) 1,00

0,52
T/T 64 (21,3%) 20 (18,5%) 0,83 (0,46–1,48)

Сверхдоминантная
C/C-T/T 142 (47,3%) 58 (53,7%) 1,00

0,27
C/T 158 (52,7%) 50 (46,3%) 0,77 (0,49–1,23)

Лог-аддитивная – – – 0,77 (0,55–1,08) 0,13

rs4711668

Кодоминантная

C/C 116 (38,9%) 35 (32,7%) 1,00

0,31

Y

T/C 138 (46,3%) 50 (46,7%) 1,12 (0,66–1,88)

T/T 44 (14,8%) 22 (20,6%) 1,67 (0,86–3,24)

Доминантная
C/C 116 (38,9%) 35 (32,7%) 1,00

0,37
T/C-T/T 182 (61,1%) 72 (67,3%) 1,25 (0,77–2,03)

Рецессивная
C/C-T/C 254 (85,2%) 85 (79,4%) 1,00

0,14
T/T 44 (14,8%) 22 (20,6%) 1,57 (0,87–2,85)

Сверхдоминантная
C/C-T/T 160 (53,7%) 57 (53,3%) 1,00

0,81
T/C 138 (46,3%) 50 (46,7%) 0,94 (0,59–1,50)

Лог-аддитивная – – – 1,26 (0,91–1,75) 0,16

rs3804277

Кодоминантная

C/C 80 (26,7%) 40 (37%) 1,00

0,15

Y

C/T 158 (52,7%) 48 (44,4%) 0,60 (0,36–1,01)

T/T 62 (20,7%) 20 (18,5%) 0,65 (0,33–1,25)

Доминантная
C/C 80 (26,7%) 40 (37%) 1,00

0,052
C/T-T/T 220 (73,3%) 68 (63%) 0,61 (0,38–1,00)

Рецессивная
C/C-C/T 238 (79,3%) 88 (81,5%) 1,00

0,66
T/T 62 (20,7%) 20 (18,5%) 0,88 (0,49–1,57)

Сверхдоминантная
C/C-T/T 142 (47,3%) 60 (55,6%) 1,00

0,15
C/T 158 (52,7%) 48 (44,4%) 0,71 (0,45–1,13)

Лог-аддитивная – – – 0,77 (0,55–1,08) 0,12

rs2234237

Кодоминантная

T/T 238 (79,3%) 83 (76,8%) 1,00

0,53

Y

A/T 60 (20%) 25 (23,1%) 1,23 (0,70–2,14)

A/A 2 (0,7%) 0 (0%) –

Доминантная
T/T 238 (79,3%) 83 (76,8%) 1,00

0,53
A/T-A/A 62 (20,7%) 25 (23,1%) 1,20 (0,69–2,09)

Рецессивная
T/T-A/T 298 (99,3%) 108 (100%) 1,00

0,39
A/A 2 (0,7%) 0 (0%) –

Сверхдоминантная
T/T-A/A 240 (80%) 83 (76,8%) 1,00

0,46
A/T 60 (20%) 25 (23,1%) 1,23 (0,71–2,15)

Лог-аддитивная – – – 1,15 (0,67–1,98) 0,6
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Полиморфизм
Модель 

наследования
Генотип

Контрольная 

группа

Опытная 

группа
ОШ (95% ДИ) Значение p РХВ

rs6910730

Кодоминантная

A/A 236 (78,7%) 81 (75%) 1,00

0,33

Y

A/G 61 (20,3%) 27 (25%) 1,31 (0,76–2,26)

G/G 3 (1%) 0 (0%) –

Доминантная
A/A 236 (78,7%) 81 (75%) 1,00

0,4
A/G-G/G 64 (21,3%) 27 (25%) 1,26 (0,74–2,17)

Рецессивная
A/A-A/G 297 (99%) 108 (100%) 1,00

0,26
G/G 3 (1%) 0 (0%) –

Сверхдоминантная
A/A-G/G 239 (79,7%) 81 (75%) 1,00

0,31
A/G 61 (20,3%) 27 (25%) 1,33 (0,77–2,28)

Лог-аддитивная – – – 1,19 (0,71–2,00) 0,51

rs1817537

Кодоминантная

C/C 79 (26,3%) 40 (37%) 1,00

0,13

Y

C/G 158 (52,7%) 48 (44,4%) 0,60 (0,35–1,00)

G/G 63 (21%) 20 (18,5%) 0,63 (0,33–1,22)

Доминантная
C/C 79 (26,3%) 40 (37%) 1,00

0,046
C/G-G/G 221 (73,7%) 68 (63%) 0,60 (0,37–0,99)

Рецессивная
C/C-C/G 237 (79%) 88 (81,5%) 1,00

0,62
G/G 63 (21%) 20 (18,5%) 0,86 (0,48–1,55)

Сверхдоминантная
C/C-G/G 142 (47,3%) 60 (55,6%) 1,00

0,15
C/G 158 (52,7%) 48 (44,4%) 0,71 (0,45–1,13)

Лог-аддитивная – – – 0,76 (0,55–1,06) 0,11

rs9471535

Кодоминантная

T/T 238 (79,3%) 81 (75,7%) 1,00

0,45

Y

C/T 60 (20%) 26 (24,3%) 1,30 (0,75–2,25)

C/C 2 (0,7%) 0 (0%) –

Доминантная
T/T 238 (79,3%) 81 (75,7%) 1,00

0,4
C/T-C/C 62 (20,7%) 26 (24,3%) 1,27 (0,73–2,20)

Рецессивная
T/T-C/T 298 (99,3%) 107 (100%) 1,00

0,39
C/C 2 (0,7%) 0 (0%) –

Сверхдоминантная
T/T-C/C 240 (80%) 81 (75,7%) 1,00

0,35
C/T 60 (20%) 26 (24,3%) 1,31 (0,75–2,27)

Лог-аддитивная – – – 1,22 (0,71–2,08) 0,47

rs7768162

Кодоминантная

G/G 121 (40,3%) 36 (34%) 1,00

0,25

Y

A/G 146 (48,7%) 53 (50%) 1,11 (0,67–1,85)

A/A 33 (11%) 17 (16%) 1,86 (0,90–3,85)

Доминантная
G/G 121 (40,3%) 36 (34%) 1,00

0,38
A/G-A/A 179 (59,7%) 70 (66%) 1,24 (0,77–2,01)

Рецессивная
G/G-A/G 267 (89%) 89 (84%) 1,00

0,1
A/A 33 (11%) 17 (16%) 1,76 (0,90–3,43)

Сверхдоминантная
G/G-A/A 154 (51,3%) 53 (50%) 1,00

0,81
A/G 146 (48,7%) 53 (50%) 0,95 (0,59–1,51)

Лог-аддитивная – – – 1,30 (0,92–1,84) 0,14

ОКОНЧАНИЕ ТАБЛИЦЫ 3. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФИЗМОВ TREM-1 

В КОНТРОЛЬНОЙ И ОПЫТНОЙ ГРУППАХ (С ПОПРАВКАМИ НА ПОЛ И ВОЗРАСТ)
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В нашем исследовании этиологический 

агент ИЭ был установлен менее чем в 10% слу-

чаев, что отличается от обычных показателей 

(80–90%). Это может быть объяснено особен-

ностями российской системы здравоохране-

ния. Большинство пациентов поступало для 

хирургического лечения после, по меньшей 

мере, одного курса антибиотикотерапии в ста-

ционаре по месту жительства или амбулатор-

но. Низкая летальность может быть обуслов-

лена проведением у большинства больных ИЭ 

на дооперационном этапе консервативной те-

рапии в местных стационарах до стабилизации 

состояния, поэтому даже редкие случаи смер-

ти больных ИЭ в нашем исследовании были 

вызваны не тяжестью заболевания, а хирур-

гическими или реанимационными осложне-

ниями. Высокая летальность при ИЭ обычно 

встречается в стационарах первичной госпи-

тализации этих больных, в то время как в Куз-

басский кардиологический центр пациен ты 

с ИЭ обычно поступают для планового лече-

ния и только в состоянии компенсации или 

субкомпенсации.

Данное исследование имеет ряд ограниче-

ний. Вследствие низкой частоты ИЭ размер вы-

борки был относительно невелик. Тем не менее, 

нам удалось провести достаточно масштабное 

исследование по связи наследственных меж-

индивидуальных различий с ИЭ. Дополни-

тельным ограничением было формирование 

выборки из числа поступивших в стационар 

пациентов. В наше исследование не вошли те 

пациенты, которые либо умерли на догоспи-

тальном этапе в результате тяжелого течения 

ИЭ, либо не направлены на хирургическое ле-

чение по тем или иным причинам. Кроме того, 

мы объединили в одном исследовании пациен-

тов с инфекционным эндокардитом нативных 

и протезированных (биологические протезы) 

клапанов сердца, что, с одной стороны, не про-

тиворечит высказанной нами гипотезе о роли 

полиморфизма генов рецепторов врожденного 

иммунитета в патогенезе данного заболевания, 

а с другой – требует более пристального вни-

мания при дальнейшем изучении данной проб-

лемы. Считаем, что в настоящее время вопрос 

роли наследственных межиндивидуальных 

различий структуры генов врожденного имму-

нитета в развитии ИЭ остается открытым; для 

его решения необходимы дальнейшие масштаб-

ные исследования

Выводы

Определено, что не имеется статистичес-

кого подтверждения связи 8 полиморфиз-

мов TREM-1 (rs1817537, rs3804277, rs6910730, 

rs7768162, rs2234246, rs4711668, rs9471535, 

rs2234237) с вероятностью возникновения ин-

фекционного эндокардита в обследованной 

когорте этнически русских пациентов, прохо-

дящих хирургическое лечение по поводу кор-

рекции приобретенного порока сердца.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ФЕНОТИПА ЛЕЙКОЦИТОВ 

КРОВИ У БОЛЬНЫХ ОНИХОМИКОЗАМИ 

С ПОМОЩЬЮ МЕТОДА HEMATOFLOW

А.А. Савченко1, А.Г. Борисов1, Е.Н. Анисимова2, В.Д. Беленюк1, И.В. Кудрявцев3,4, 

И.В. Решетников5, С.В. Квятковская5, В.Э. Цейликман5, А.Н. Зорин6

1 ФГБНУ НИИ медицинских проблем Севера, г. Красноярск, Россия
2 ГБОУ ВПО Красноярский государственный медицинский университет им. профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого МЗ РФ, 

г. Красноярск, Россия
3 ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия
4 ФГАОУ ВПО Дальневосточный федеральный университет, г. Владивосток, Россия
5 ГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный медицинский университет МЗ РФ, г. Челябинск, Россия
6 КГБУЗ Красноярский краевой кожно-венерологический диспансер № 1, г. Красноярск, Россия

Резюме. Целью исследования явилась оценка информативности метода Hematoflow при определении патогене-

тической значимости нарушения состояния клеточных реакций врожденного и адаптивного иммунитета, а так-

же решения вопроса о назначении иммунотропного лечения больным онихомикозами. Обследовано 42 больных 

с онихомикозами стоп и кистей/стоп в возрасте 20–45 лет до назначения им системной антифунгальной терапии. 

Диагноз онихомикоза был подтвержден микроскопическим исследованием фрагментов поврежденной ногтевой 

пластинки. Рост культуры гриба на специальных средах отмечался у 64% обследованных. В качестве контроля 

обследовано 24 практически здоровых людей аналогичного возрастного диапазона. Исследование фенотипа лей-

коцитов крови осуществляли по двухплатформенной технологии на гематологическом анализаторе и проточ-

ном цитометре с использованием набора антител Cytodiff: CD36-FITC, CD2-PE, CD294(CRTH2)-PE, CD19-ECD, 

CD16-PC5 и CD45-PC7. Оценка фенотипического состава лейкоцитов с помощью метода Hematoflow позволила 

установить у больных онихомикозами нарушения состояния клеточного врожденного и адаптивного иммуните-

та. Обнаружены незначительные изменения в популяционном составе гранулярных лейкоцитов в периферичес-

кой крови больных, выражающиеся в увеличении содержания юных и сегментоядерных гранулоцитов. На фоне 

моноцитопении у больных онихомикозами повышается содержание «классических» моноцитов и снижается 

уровень «неклассических» моноцитов. Изменения в субпопуляционном составе моноцитов крови выявляются 

у больных с продолжительностью инфекции до 3-х лет и сохраняются в течение всего заболевания. Наиболее вы-

раженные изменения у больных онихомикозами обнаружены со стороны показателей адаптивного иммунитета. 

Лимфопения у данных больных реализуется за счет снижения количества незрелых и зрелых В-клеток, но при 

повышении содержания Т-лимфоцитов. Причем если содержание незрелых В-клеток снижается уже у больных 

с продолжительностью инфекции до 3-х лет, то изменение количества зрелых Т- и В-лимфоцитов выявляется 

при продолжительности заболевания 3–10 и более 10 лет. Данные изменения в содержании Т- и В-лимфоцитов 

отражают иммунопатогенетические процессы и определяют значимость Т- и В-клеточного иммунитета при 

онихомикозах. В целом, метод Hematoflow является информативным в оценке нарушения состояния клеточного 
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врожденного и адаптивного иммунитета. Он позволяет оценивать степень тяжести иммунопатологического про-

цесса, механизм и уровень повреждения иммунной системы, можно рекомендовать его применение для персони-

фицированного подхода к назначению иммунотропного лечения.

Ключевые слова: онихомикозы, метод Hematoflow, лейкоциты, субпопуляции моноцитов, Т-лимфоциты, В-лимфоциты.

BLOOD LEUKOCYTES PHENOTYPING BY HEMATOFLOW METHOD IN PATIENTS 

WITH ONYCHOMYCOSIS

Savchenko A.A.a, Borisov A.G.a, Anisimova E.N.b, Belenyuk V.D.a, Kudryavtsev I.V.c,d, Reshetnikov I.V.e, 

Kvjatkovskaja S.V.e, Cejlikman V.Je.e, Zorin A.N.f

a Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation
b Krasnoyarsk State Medical University named after prof. V.F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation
c Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation
d Far Eastern Federal University, Vladivostok, Russian Federation
e South Ural State Medical University, Cheljabinsk, Russian Federation
f Krasnoyarsk Regional sexually transmitted infection clinic No. 1, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. The aim of the investigation was to evaluate the information content of Hematoflow method in the pathogenetic 

significance in determining the violations of the cellular responses of innate and adaptive immunity, as well as the deci-

sion on the appointment of immunotropic treatment of patients with onychomycosis. The study involved 42 patients with 

onychomycosis feet and hands/feet at the age of 20–45 years before the appointment of a systemic antifungal therapy. 

The diagnosis of mycosis, onychomycosis was confirmed by microscopic examination of the fragments of the damaged 

nail plate. The growth of the fungus culture on special media was observed in 64% of patients. 24 healthy persons were 

examined as controls. A study of the phenotype of white blood cells was performed on a dual-platform technology he-

matology analyzer and flow cytometry using a set of antibodies Cytodiff: CD36-FITC, CD2-PE, CD294(CRTH2)-PE, 

CD19-ECD, CD16-PC5 и CD45-PC7. The phenotypic composition evaluation of the white blood cells by the Hemato-

flow method allowed to establish in patients with onychomycosis the violation cellular innate and adaptive immunity. 

Minor changes were detected in the population composition of granule cells in the peripheral blood of patients manifested 

to an increase in the content of the young and segmented granulocytes. When monotsitopeniya patients with onychomyco-

sis increases the content of the «classic» monocytes and decreases the level of «non-classical» monocytes. Changes in the 

composition of blood monocytes subpopulation identified in patients with the infection lasting up to 3 years and stored 

in the course of the disease. The most pronounced changes were found in patients with onychomycosis by the performance 

of adaptive immunity. Lymphopenia in these patients is realized by reducing the number of immature and mature B-cell, 

but by increasing the content of T-lymphocytes. Moreover, if the content of immature B-cells have decreased in patients 

with a duration of infection of up to 3 years, the change in the number of mature T- and B-lymphocytes detected during 

disease duration 3–10 and 10 years. These changes in the content of T- and B-lymphocytes reflect immunopathoge-

netic processes and determine the importance of T- and B-cell immunity in onychomycosis. In general, the Hematoflow 

method is informative in assessing violations the cell of innate and adaptive immunity. It allows to evaluate the severity 

of the immunopathological process mechanism and the level of damage to the immune system, can recommend its use 

for a personalized approach to the appointment immunotropic treatment.

Key words: onychomycosis, method Hematoflow, leukocytes, subpopulations of monocytes, T-lymphocytes, B-lymphocytes.

Онихомикозы — одно из наиболее частых 

инфекционных поражений ногтевой пластин-

ки, вызванных чаще всего патогенными или 

условно-патогенными грибами [7, 10, 17, 27]. 

По сравнению с другими грибковыми инфек-

циями кожи, онихомикоз наиболее трудно под-

дается лечению, часто возникают рецидивы [13, 

25, 26]. Особенности развития и течения онихо-

микозной инфекции определяются не только 

самим этиологическим фактором, но и наруше-

нием барьерной функции кожи, периферичес-

кими ангиопатиями, различными анатомичес-

кими дефектами и прочее.

В этиологии и патогенезе онихомикозов зна-

чительную роль играют нарушения в иммун-

ной системе. В связи с тем, что онихомикозы 

определяются как вялотекущее хроническое 

инфекционное заболевание, с иммунологичес-

ких позиций его можно характеризовать как 

стойкое гипореактивное иммунное нарушение 

клеточно-эффекторного звена [2, 4, 15, 16, 23]. 

В связи с этим, в комплексной терапии онихо-

микозов для успешного лечения необходимо 

применять иммунотропные препараты [3, 11]. 

Однако для эффективного проведения иммуно-

активной терапии необходимо осуществить вы-

сокоточные иммунологические исследования 

с оценкой как адаптивного, так и врожденного 

звеньев иммунитета. Таким комплексным ана-

лизом обладает метод Hematoflow с использова-

нием комплекта реагентов Cytodiff для проведе-

ния цитофлуориметрических исследований [21, 
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24]. Данный метод основан на количественном 

определении всех основных популяций клеток 

иммунной системы — нейтрофильных грану-

лоцитов различного уровня дифференцировки, 

эозинофилов, субпопуляций моноцитов и лим-

фоцитов — в периферической крови, что позво-

ляет оценить состояние врожденного и адап-

тивного клеточного иммунитета.

Целью данного исследования была оценка 

информативности метода Hematoflow при опре-

делении патогенетической значимости наруше-

ния состояния клеточных реакций врожденно-

го и адаптивного иммунитета, а также решение 

вопроса о назначении иммунотропного лече-

ния больным онихомикозами.

Материалы и методы

На базе КГБУЗ «Красноярский краевой кож-

но-венерологический диспансер № 1» обследо-

вано 42 больных с онихомикозами стоп и кис-

тей/стоп в возрасте 20–45 лет до назначения им 

системной антифунгальной терапии. Диагноз 

онихомикоза был подтвержден микроскопичес-

ким исследованием фрагментов поврежден-

ной ногтевой пластинки в нативном препара-

те с 10% раствором КОН в 100% случаев. Рост 

культуры гриба на специальных средах, содер-

жащих углеводы (среда Сабуро, картофельный 

агар с глюкозой, картофельно-морковный агар, 

среда DTM, среда Чапека–Докса, хромогенные 

среды), отмечался только у 64% обследованных. 

Спектр выявленных микромицетов: дермато-

мицеты — Trihophyton spp., T. rubrum, T. interdigitale, 

Microsporum canis; нитчатые недерматомицеты — 

Aspergillus niger, Alternaria spp., A. alternate, Penicillini 

spp.; дрожжи — Candida albicans, C. glabrata, C. pa-

rapsilosis, Exophiala dermatitidis, Geotrihum spp., Rho-

dotorula spp., Trichosporon spp. Сочетанная мико-

тическая инфекция (два возбудителя) была 

установлена у 6 больных с онихомикозом стоп. 

Основанием для включения пациентов в обсле-

дование была постановка диагноза на основа-

нии клинической картины заболевания и дан-

ных лабораторного обследования. Критерием 

исключения из обследования явилось наличие 

у пациентов сопутствующих хронических за-

болеваний. В качестве контроля обследовано 

24 практичес ки здоровых людей аналогичного 

возрастного диапазона.

Исследование фенотипа лейкоцитов крови 

осуществляли по двухплатформенной техноло-

гии на гематологическом анализаторе Sysmex 

XE-5000 (Sysmex Inc., США) и проточном цито-

метре FC-500 (Beckman Coulter, США) с исполь-

зованием набора антител Cytodiff: CD36-FITC, 

CD2-PE, CD294(CRTH2)-PE, CD19-ECD, CD16-

PC5 и CD45-PC7. Пробоподготовку осуществля-

ли в соответствии с инструкцией изготовителя: 

100 мкл цельной крови инкубировали с 10 мкл 

красителя Cytodiff в течение 20 мин при комнат-

ной температуре. Лизис эритроцитов проводили 

по безотмывочной технологии с использовани-

ем реагента VersaLyse (Beckman Coulter, США). 

Анализ и подсчет процентного и абсолютного 

количества клеток проводились после регистра-

ции 20 000 лейкоцитов с использованием про-

граммы автоматического гейтирования CytoDiff 

CXP (Beckman Coulter, США) [22].

Диагностика иммунных нарушений осу-

ществлялась на основе методов и приемов, 

применяемых в клинике инфекционно-воспа-

лительных заболеваний, и результатов лабора-

торно-иммунологического обследования с по-

мощью метода Hematoflow [1, 2].

Все исследования выполнены с информиро-

ванного согласия испытуемых и в соответствии 

с Хельсинкской декларацией Всемирной ассо-

циации «Этические принципы проведения на-

учных медицинских исследований с участием 

человека» с поправками 2000 г. и «Правилами 

клинической практики в Российской Федера-

ции», утвержденными Приказом Минздрава 

РФ от 19.06.2003 г. № 266.

Статистический анализ осуществляли с при-

менением пакета прикладных программ Statis-

tica 8.0 (StatSoft Inc., 2007) и Microsoft Excel 10 

(Microsoft, 2010). Описание выборки производи-

ли с помощью подсчета медианы (Ме) и интер-

квартального размаха в виде 25 и 75 проценти-

лей (С25 и С75). Достоверность различий между 

количественными показателями выборок оце-

нивали по непараметрическому критерию Ман-

на–Уитни. С помощью критерия χ2 Пирсона про-

изводили оценку достоверности различий между 

качест венными показателями.

Результаты

При исследовании популяционного со-

става гранулярных лейкоцитов с помощью 

метода Hematoflow у больных онихомикоза-

ми обнаружено, что при грибковой инфекции 

повышено процентное и абсолютное коли-

чество юных гранулоцитов (SShighCD2–CD16–

CD294–CD45int) и увеличено относительное 

содержание сегментоядерных нейтрофилов 

(SShighCD16+CD45high) (табл. 1). Необходимо от-

метить, что такое сопоставление результатов 

возможно при гейтировании популяций и суб-

популяций лейкоцитов с использованием ка-

нала для регистрации «бокового» светорассея-

ния клеток (side scatter, SS). Данный параметр 

позволяет оценить свет, рассеянный как самой 

клеткой, так и ее органеллами, локализован-

ными в цитоплазме, что дает возможность оха-

рактеризовать структуру и гранулярность ис-

следуемых лейкоцитов [6].
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Процентное и абсолютное содержание общей 

популяции моноцитов в периферической крови 

у больных онихомикозами понижено относи-

тельно контрольных значений (табл. 2). Однако 

при оценке субпопуляционного состава моно-

цитов обнаружено, что если процентное количе-

ство «классических» моноцитов (SSintCD2–CD16–

CD19–CD36+CD294–) повышено по сравнению 

с контрольным уровнем, то их абсолютное со-

держание снижено за счет выраженного пониже-

ния абсолютного содержания общих моноцитов. 

Также у больных онихомикозами по сравнению 

с контрольными значениями снижено отно-

сительное и абсолютное содержание «неклас-

сических» моноцитов (SSintCD2–CD16+CD19–

CD36+CD294–). Разнонаправленное изменение 

количества основных популяций моноцитов 

приводит к повышению уровня соотношения 

«классических» и «неклассических» моноцитов 

у обследованных пациентов.

Установлено, что при грибковой инфекции 

снижено процентное и абсолютное количество 

лимфоцитов (табл. 3). Более того, значительно 

меняется субпопуляционный состав лимфо-

идных клеток. Так, у обследованных пациен-

тов в 1,36 раза снижено абсолютное количе-

ство Т-лимфоцитов (SSlow(CD2+ или CD294+)

CD45high). При микозной инфекции обнаружено 

понижение относительного и абсолютного со-

держания популяции В-лимфоцитов (SSlowCD2–

CD16–CD19+CD294–CD45high).

При исследовании фенотипа лейкоцитов 

крови методом Hematoflow у больных онихоми-

козами в зависимости от локализации грибко-

вого поражения обнаружено, что единственным 

показателем, по которому выявляются разли-

чия у пациентов с поражением стоп и пораже-

нием кисти/стоп, является абсолютное содер-

жание Т-лимфоцитов в периферической крови: 

при поражении стоп — n = 32 (76,2%), Me  = 

1,20 × 109/л, С25  = 1,12 × 109/л, С75  = 1,40 × 109/л; 

при поражении кисти/стоп — n = 10 (33,8%), 

Me  = 1,48 × 109/л, С25  = 1,30 × 109/л, С75  = 1,60 × 

109/л; р = 0,045. Различия исследуемых пока-

зателей с контрольными значения в группах 

больных с поражением стоп и поражением кис-

ти/стоп соответствуют представленным для об-

щей группы больных онихомикозами.

Также нами проведено исследование феноти-

пического состава лейкоцитов периферической 

крови у больных онихомикозами в зависимос-

ти от возбудителя инфекции. Установлено, что 

единственным показателем, величина которого 

статистически значимо меняется в зависимости 

от возбудителя инфекции, является относитель-

ное количество моноцитов: при возбудителях 

рода Candida (группа 1) — n = 20 (47,6%), Me  = 

6,5%, С25  = 4,7%, С75  = 8,2%; при дерматомице-

тах (группа 2) — n = 11 (26,2%), Me  = 7,3%, С25  = 

6,2%, С75  = 7,8%; при онихобактериозах (груп-

па 3) — n = 10 (23,8%), Me  = 9,2%, С25  = 7,2%, 

С75  = 9,8%. Статистически значимые различия 

выявляются при сравнении групп 1 и 3, а также 

2 и 3 (р = 0,011 в обоих случаях).

При исследовании особенностей фенотипи-

ческого состава лейкоцитов крови у больных 

ТАБЛИЦА 1. ПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ГРАНУЛЯРНЫХ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ У БОЛЬНЫХ 

ОНИХОМИКОЗАМИ (МЕ, С25—С75)

Показатели Контроль (n = 24) Больные (n = 42) p

Лейкоциты, 109/л
5,85

(4,90–7,05)
6,30

(4,60–7,30)

Юные, %
0,0

(0,0–0,0)
0,07

(0,04–0,10)
< 0,001

Юные, 109/л
0,0000

(0,0000–0,0000)
0,0039

(0,0024–0,0050)
< 0,001

Палочкоядерные нейтрофилы, %
0,14

(0,08–0,27)
0,10

(0,07–0,18)

Палочкоядерные нейтрофилы, 109/л
0,008

(0,004–0,019)
0,006

(0,004–0,012)

Сегментоядерные нейтрофилы, %
47,6

(42,4–51,9)
52,8

(47,0–58,5)
0,023

Сегментоядерные нейтрофилы, 109/л
2,53

(2,09–3,52)
2,51

(2,24–3,73)

Эозинофилы, %
3,0

(1,8–4,0)
3,2

(2,2–4,7)

Эозинофилы, 109/л
0,15

(0,11–0,23)
0,18

(0,12–0,28)

Базофилы, %
0,55

(0,23–0,74)
0,64

(0,15–0,89)

Базофилы, 109/л
0,027

(0,016–0,038)
0,038

(0,008–0,056)
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онихомикозами (в зависимости от продолжи-

тельности инфекции) обнаружено, что процент-

ное содержание сегментоядерных нейтрофилов 

повышается в группе больных с продолжитель-

ностью инфекции 3–10 лет и остается высоким 

при длительности более 10-ти лет (табл. 4). Про-

центное и абсолютное содержание юных грану-

лоцитов повышено у больных онихомикозами 

независимо от продолжительности заболевания.

Относительное количество моноцитов в пе-

риферической крови больных онихомикозами 

понижается с периода 3–10 лет, тогда как аб-

солютное количество клеток уменьшается уже 

с периода до 3-х лет и у больных с продолжи-

тельностью инфекции более 10-ти лет является 

минимальным (табл. 5). Процентное содержа-

ние «классической» популяции моноцитов по-

вышено при онихомикозах уже с периода до 3-х 

лет и достигает максимума у больных с продол-

жительностью инфекции более 10-ти лет. Абсо-

лютное количество моноцитов данной фракции 

у обследованных пациентов снижается относи-

тельно контрольных значений с периода 3–10 лет. 

Процентное и абсолютное количество «неклас-

сических» моноцитов у больных онихомикозами 

снижено относительно контрольных значений 

ТАБЛИЦА 2. ПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ МОНОЦИТОВ КРОВИ У БОЛЬНЫХ ОНИХОМИКОЗАМИ 

(МЕ, С25—С75)

Показатели Контроль (n = 24) Больные (n = 42) p

Моноциты, %
8,8

(7,6–9,9)
7,2

(6,2–8,9)
0,002

Моноциты, 109/л
0,52

(0,44–0,60)
0,36

(0,29–0,45)
< 0,001

Моноциты «классические», %
93,5

(91,1–95,5)
96,7

(95,2–98,0)
< 0,001

Моноциты «классические», 109/л
0,48

(0,41–0,57)
0,33

(0,28–0,45)
< 0,001

Моноциты «неклассические», %
6,5

(4,5–9,0)
3,3

(2,1–4,9)
< 0,001

Моноциты «неклассические», 109/л
0,029

(0,022–0,049)
0,013

(0,007–0,017)
< 0,001

Моноциты «классические»/
Моноциты «неклассические»

14,37
(10,18–21,10)

29,27
(19,62–47,55)

< 0,001

ТАБЛИЦА 3. ПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ У БОЛЬНЫХ ОНИХОМИКОЗАМИ 

(МЕ, С25—С75)

Показатели Контроль (n = 24) Больные (n = 42) p

Лимфоциты, %
37,9

(33,4–44,5)
34,1

(29,5–39,8)
0,044

Лимфоциты, 109/л
2,23

(1,88–2,62)
1,67

(1,49–2,11)
< 0,001

Т-лимфоциты, %
74,1

(72,0–76,6)
76,2

(72,2–82,7)

Т-лимфоциты, 109/л
1,73

(1,37–2,07)
1,27

(1,13–1,51)
< 0,001

Незрелые Т-лимфоциты, %
0,06

(0,02–0,15)
0,48

(0,02–0,75)

Незрелые Т-лимфоциты, 109/л
0,001

(0,0004–0,0046)
0,0063

(0,0004–0,0114)

В-лимфоциты, %
11,5

(10,2–13,7)
8,3

(5,1–13,1)
0,021

В-лимфоциты, 109/л
0,27

(0,21–0,32)
0,14

(0,08–0,24)
< 0,001

Незрелые В-лимфоциты, %
0,05

(0,03–0,07)
0,02

(0,01–0,03)
< 0,001

Незрелые В-лимфоциты, 109/л
0,0010

(0,0006–0,0018)
0,0003

(0,0002–0,0005)
< 0,001

NK-клетки, %
12,8

(10,5–16,4)
12,0

(6,8–18,8)

NK-клетки, 109/л
0,32

(0,22–0,39)
0,24

(0,15–0,34)



344

Инфекция и иммунитетА.А. Савченко и др.

уже с периода до 3-х лет и достигает минимума 

при продолжительности инфекции более 10-ти 

лет. В связи с этим, соотношение содержания 

«классических» и «неклассических» моноцитов 

при грибковой инфекции повышено с периода 

до 3-х лет и достигает максимума при продолжи-

тельности заболевания более 10-ти лет.

Относительное и абсолютное количество 

лим фоцитов, а также абсолютный уровень 

Т-лим фо цитов в периферической крови боль-

ных онихомикозами понижается при продол-

жительности инфекции 3–10 лет и остается 

сниженным у пациентов с продолжительнос-

тью заболевания более 10-ти лет (табл. 6). Про-

центное и абсолютное со держание незрелых 

Т-лимфо цитов (SSlowCD2+(CD16– или CD294–)

CD45low) понижается при продолжительности 

заболевания 3–10 лет относительно уровней, 

ТАБЛИЦА 4. ПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ С РАЗНОЙ 

ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬЮ ОНИХОМИКОЗОВ (МЕ, С25—С75)

Показатели Контроль (n = 24) До 3-х лет (n = 16) 3–10 лет (n = 18) Более 10-ти лет (n = 8)

Лейкоциты, 109/л
5,85

(4,90–7,05)
5,90

(4,70–6,95)
6,75

(5,70–7,30
4,60

(3,75–6,65)

Юные, %
0,0

(0,0–0,0)
0,09

(0,06–0,11)***
0,06

(0,04–0,08)***
0,07

(0,04–0,10)***

Юные, 109/л
0,0000

(0,0000–0,0000)
0,0045

(0,0035–0,0062)***
0,0039

(0,0021–0,0049)***
0,0028

(0,0020–0,0057)***

Палочкоядерные 
нейтрофилы, %

0,14
(0,08–0,27)

0,09
(0,06–0,13)

0,11
(0,06–0,18)

0,13
(0,09–0,58)

Палочкоядерные 
нейтрофилы, 109/л

0,008
(0,004–0,019)

0,005
(0,004–0,007)

0,007
(0,004–0,012)

0,007
(0,005–0,033)

Сегментоядерные 
нейтрофилы, %

47,6
(42,4–51,9)

50,7
(46,8–53,8)

53,7
(50,1–58,5)*

57,3
(49,8–61,8)*

Сегментоядерные 
нейтрофилы, 109/л

2,53
(2,09–3,52)

2,48
(2,29–3,33)

2,70
(2,26–4,73)

2,71
(1,84–4,38)

Эозинофилы, %
3,0

(1,8–4,0)
2,9

(1,8–3,2)
4,2

(2,6–5,6)
3,9

(2,4–6,4)

Эозинофилы, 109/л
0,15

(0,11–0,23)
0,13

(0,12–0,21)
0,23

(0,12–0,35)
0,19

(0,13–0,24)

Базофилы, %
0,55

(0,23–0,74)
0,86

(0,33–0,99)
0,57

(0,12–0,88)
0,35

(0,12–0,83)

Базофилы, 109/л
0,027

(0,016–0,038)
0,044

(0,023–0,056)
0,032

(0,006–0,063)
0,021

(0,007–0,038)

Примечание: * — р < 0,05, ** — р < 0,01, *** — р < 0,001 статистически значимые различия с контрольными показателями.

ТАБЛИЦА 5. ПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ МОНОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ С РАЗНОЙ 

ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬЮ ОНИХОМИКОЗОВ (МЕ, С25—С75)

Показатели
Контроль 

(n = 24)

До 3-х лет 

(n = 16)

3–10 лет 

(n = 18)

Более 10-ти лет 

(n = 8)

Моноциты, %
8,8

(7,6–9,9)
7,7

(6,4–9,4)
7,1

(6,2–8,9)*
6,5

(4,2–7,1)**

Моноциты, 109/л
0,52

(0,44–0,60)
0,41

(0,34–0,54)*
0,38

(0,29–0,45)**
0,30

(0,19–0,33)*** #

Моноциты «классические», %
93,5

(91,1–95,5)
96,2

(95,2–97,5)**
97,1

(93,1–98,1)**
98,1

(96,5–98,6)** #

Моноциты «классические», 109/л
0,48

(0,41–0,57)
0,39

(0,32–0,51)
0,35

(0,28–0,45)**
0,29

(0,18–0,32)*** #

Моноциты «неклассические», %
6,5

(4,5–9,0)
3,8

(2,5–4,9)**
3,0

(2,0–7,0)**
1,9

(1,4–3,6)** # �

Моноциты «неклассические», 109/л
0,029

(0,022–0,049)
0,015

(0,008–0,022)***
0,015

(0,005–0,017)***
0,007

(0,004–0,008)*** # �

Моноциты «классические»/
моноциты «неклассические»

14,37
(10,18–21,10)

25,33
(19,60–38,60)**

33,23
(13,37–48,07)**

51,13
(30,54–70,28)** # �

Примечание: * — р < 0,05, ** — р < 0,01, *** — р < 0,001 статистически значимые различия с контрольными показателями; 
# — р < 0,05 статистически значимые различия с показателями больных с продолжительностью онихомикозов до 3-х лет; 
� — р < 0,05 статистически значимые различия с показателями больных с продолжительностью онихомикозов 3–10 лет.
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выявленных у больных с продолжительностью 

инфекции до 3-х лет. При продолжительности 

инфекции более 10-ти лет содержание незре-

лых Т-лимфоцитов повышается как относи-

тельно контрольных значений, так и уровней, 

выявленных у больных с продолжительностью 

инфекции 3–10 лет. Процентное содержание 

В-лимфоцитов снижается с периода инфекции 

3–10 лет. В то же время, абсолютное количе-

ство В-лимфоцитов также снижается с периода 

инфекции 3–10 лет, но у больных с продолжи-

тельностью заболевания более 10-ти лет явля-

ется минимальным. Процентное и абсолютное 

количество незрелых В-лимфоцитов у больных 

с онихомикозами снижено относительно кон-

трольных значений, но у больных с продолжи-

тельностью инфекции 3–10 лет является мини-

мальным по сравнению с другими периодами 

заболевания.

Обсуждение

К настоящему времени вопрос об иммунной 

составляющей в патогенезе грибковой инфек-

ции полностью еще не разрешен. Известно, что 

антигены грибов обладают слабой иммуноген-

ностью [4, 30]. Основные защитные механизмы 

реализуются за счет клеточных звеньев системы 

неспецифической резистентности и адаптив-

ного иммунитета. Действительно, при обсле-

довании больных онихомикозами обнаружено 

повышение количества юных гранулоцитов, 

невыраженная реакция со стороны нейтро-

фильных гранулоцитов и снижение уровня 

моноцитов в периферической крови. Необхо-

димо отметить, что у большинства обследован-

ных пациентов отмечается длительное течение 

грибковой инфекции, поэтому ожидать более 

выраженной реакции со стороны гранулоцитов 

не приходится.

Кроме полной характеристики популяцион-

ного состава гранулоцитов крови, метод Hemato-

flow позволяет охарактеризовать субпопуляци-

онный состав моноцитов. Все циркулирующие 

моноциты по фенотипическим характеристи-

кам делятся на две основные субпопуляции, 

различающиеся по уровню экспрессии CD16. 

CD16-антиген является низкоаффинным Fc-

рецептором для IgG [9, 14, 19]. Моноциты, не экс-

прессирующие CD16-антиген, определяются 

как «классические» [5, 8, 18]. Данная фракция 

представлена крупными клетками с высоким 

уровнем фагоцитарной активности. Для данной 

субпопуляции характерны повышенный уровень 

ТАБЛИЦА 6. ПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ С РАЗНОЙ 

ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬЮ ОНИХОМИКОЗОВ (МЕ, С25—С75)

Показатели
Контроль 

(n = 24)

До 3-х лет 

(n = 16)

3–10 лет 

(n = 18)

Более 10-ти лет 

(n = 8)

Лимфоциты, %
37,9

(33,4–44,5)
36,0

(32,3–44,3)
34,1

(31,3–38,0)*
31,5

(25,6–34,9)*

Лимфоциты, 109/л
2,23

(1,88–2,62)
1,85

(1,57–2,24)
1,66

(1,49–2,01)**
1,43

(1,22–1,65)*** #

Т-лимфоциты, %
74,1

(72,0–76,6)
76,9

(71,5–83,1)
75,7

(71,1–82,7)
77,5

(74,1–83,6)

Т-лимфоциты, 109/л
1,73

(1,37–2,07)
1,33

(1,13–1,61)
1,36

(1,13–1,51)**
1,18

(0,90–1,29)**

Незрелые 
Т-лимфоциты, %

0,06
(0,02–0,15)

0,38
(0,01–0,88)

0,04
(0,02–0,59)#

0,68
(0,50–0,86)* �

Незрелые 
Т-лимфоциты, 109/л

0,001
(0,0004–0,0046)

0,0042
(0,0002–0,0086)

0,0011
(0,0003–0,0072)#

0,0098
(0,0048–0,0121)** # �

В-лимфоциты, %
11,5

(10,2–13,7)
11,3

(7,21–13,4)
7,2

(4,3–12,9)**
6,3

(4,8–10,4)*

В-лимфоциты, 109/л
0,27

(0,21–0,32)
0,20

(0,12–0,31)
0,16

(0,08–0,24)*
0,09

(0,07–0,12)*** # �

Незрелые 
В-лимфоциты, %

0,05
(0,03–0,07)

0,02
(0,02–0,05)*

0,01
(0,01–0,02)*** #

0,03
(0,02–0,04)�

Незрелые 
В-лимфоциты, 109/л

0,0010
(0,0006–0,0018)

0,0004
(0,0002–0,0010)**

0,0003
(0,0002–0,0003)*** #

0,0004
(0,0003–0,0005)**

NK-клетки, %
12,8

(10,5–16,4)
12,9

(6,0–18,6)
12,0

(9,1–18,8)
11,7

(9,2–19,5)

NK-клетки, 109/л
0,32

(0,22–0,39)
0,26

(0,15–0,33)
0,22

(0,15–0,40)
0,20

(0,14–0,26)

Примечание: то же, что и для табл. 5.
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экспрессии CCR2, CD36, CD64, CD62L и низ-

кий уровень синтеза фактора некроза опухоли-α 

и интерлейкина-1, а также высокая активность 

ферментов, осуществляющих «респираторный 

взрыв» [12, 20, 28]. «Неклассические» моноциты 

(экспрессирующие CD16-антиген) определяют-

ся как сравнительно небольшие клетки с низкой 

фагоцитарной и оксидазной активностью, и, со-

ответственно, с пониженным уровнем «респи-

раторного взрыва». На их поверхности хорошо 

представлены CX3CR1, CD11c и HLA-DR, тогда 

как CD62L и CD64 практически отсутствуют [31]. 

Соответственно, повышение количества «клас-

сических» моноцитов и снижение содержания 

«неклассических» моноцитов (что также под-

тверждается уровнем их соотношения) у больных 

онихомикозами можно определить как реак-

цию иммунитета на возбудитель, отражающую 

значимость фагоцитарных процессов в имму-

нопатогенезе заболевания. Примечательно, что 

изменение субпопуляционного состава моно-

цитов проявляется уже в группе больных с дли-

тельностью инфекции до 3-х лет. Следовательно, 

вовлечение данной фракции клеток в иммуно-

патогенез онихомикозов, по-видимому, осущест-

вляется с момента попадание патогена.

При анализе популяционного состава лим-

фоцитов периферической крови обнаружено, 

что лимфопения у больных онихомикозами яв-

ляется следствием преимущественного сниже-

ния количества В-лимфоцитов (как зрелых, так 

и незрелых форм). Причем, при анализе популя-

ционного состава лимфоцитов крови при гриб-

ковой инфекции установлено, что содержание 

незрелых В-лимфоцитов снижается уже у боль-

ных с продолжительностью заболевания до 3-х 

лет, тогда как уровень зрелых В-лимфоцитов по-

нижается у больных с продолжительностью ин-

фекции 3–10 лет и более 10-ти лет. Также обна-

ружено, что количество незрелых Т-лимфоцитов 

значительно повышается у больных с продол-

жительностью заболевания более 10-ти лет. 

Защитная роль гуморального иммунитета при 

микозах не выражена [4, 23, 29]. В связи с этим 

можно предположить, что с начала инфекцион-

ного процесса запускаются иммунные механиз-

мы, ингибирующие В-лимфопоэз. В то же время 

длительная персистенция грибов в организме 

стимулирует реакцию со стороны Т-клеточного 

звена иммунитета, что и проявляется в повыше-

нии количества Т-лимфоцитов у больных они-

хомикозами с продолжительностью инфекции 

более 10-ти лет.

На основе клинико-иммунологического анам-

неза и лабораторных результатов, у больных они-

хомикозами определялись механизм и уровень 

повреждения иммунной системы, а также сте-

пень тяжести иммунопатологического процесса 

[1, 2]. Обнаружено, что у большинства пациентов 

выявляется гипореактивный механизм повреж-

дения иммунной системы (34 (81,0%), сочетан-

ный механизм — у 8 (19,0) больных, р < 0,001). 

Клеточно-эффекторный уровень повреждения 

выявлялся у 32 (76,2%) обследованных пациен-

тов, тогда как комбинированный — у 10 (23,8%) 

(р < 0,001). Макрофагально-фагоцитарный, гу-

морально-эффекторный и регуляторный уро-

вень повреждения иммунной системы у больных 

онихомикозами не выявлялся. С легкой степе-

нью тяжести повреждения иммунной системы 

выявлялось 22 (52,3%) пациента, со среднетяже-

лой — 18 (42,9%), с тяжелой степенью — 2 (4,8%). 

Учитывая, что диагностика и дальнейшая кор-

рекция иммунных нарушений необходима для 

назначения эффективной терапии при онихоми-

козах, можно рекомендовать метод Hematoflow 

как комплексный метод оценки врожденного 

и адаптивного иммунитета в дерматологической 

практике.

Таким образом, оценка фенотипического со-

става лейкоцитов с помощью метода Hematoflow 

позволила установить у больных онихомикозами 

нарушения состояния клеточного врожденного 

и адаптивного иммунитета. Обнаружены незна-

чительные изменения в популяционном составе 

гранулярных лейкоцитов в периферической кро-

ви больных, выражающиеся в увеличении содер-

жания юных и сегментоядерных гранулоцитов. 

На фоне моноцитопении, у больных онихоми-

козами повышается содержание «классических» 

моноцитов и снижается уровень «неклассичес-

ких» моноцитов. Изменения в субпопуляцион-

ном составе моноцитов выявляются у больных 

с продолжительностью инфекции до 3-х лет и со-

храняются в течение всего заболевания. Наибо-

лее выраженные изменения у больных онихо-

микозами обнаружены со стороны показателей 

адаптивного иммунитета. Лимфопения у дан-

ных больных реализуется за счет снижения ко-

личества незрелых и зрелых В-клеток, на фоне 

повышения содержания Т-лимфоцитов. Причем 

если содержание незрелых В-клеток снижается 

уже у больных с продолжительностью инфек-

ции до 3-х лет, то изменение количества зрелых 

Т- и В-лимфоцитов выявляется при продолжи-

тельности заболевания 3–10 и более 10 лет. Дан-

ные изменения в содержании Т- и В-лимфоцитов 

отражают иммунопатогенетические процессы 

и определяют значимость Т- и В-клеточного 

иммунитета при онихомикозах. В целом, метод 

Hematoflow является информативным в оценке 

нарушения состояния клеточного врожденного 

и адаптивного иммунитета и он позволяет оце-

нивать степень тяжести иммунопатологического 

процесса, механизм и уровень повреждения им-

мунной системы; можно рекомендовать его при-

менение для персонифицированного подхода 

к назначению иммунотропного лечения.
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ЦИТОКИНЫ И ГЕРПЕСВИРУСЫ 

ПРИ РАССЕЯННОМ СКЛЕРОЗЕ У ДЕТЕЙ

Г.Ф. Железникова, Н.В. Скрипченко, Г.П. Иванова, А.В. Суровцева, 

Н.Е. Монахова

ФГБУ НИИ детских инфекций ФМБА России, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Ранее установлено (Г.П. Иванова, 2012), что у подростков хроническое течение лейкоэнцефалита, обу-

словленное неадекватным ответом системы цитокинов на сочетание двух герпесвирусов (ГВ) — EBV и HHV-6, 

в 44% случаев приводит к развитию РС. Цель исследования состояла в характеристике ответа цитокинов 

у детей с РС с одновременным скринингом наличия у них активной ГВ-инфекции. Под наблюдением были 

39 детей с диагнозом «РС»; из них 34 переносили рецидивирующий-ремиттирующий (РР) РС, а 5 имели про-

грессирующее течение РС (ПРС). Концентрации цитокинов IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IFNα, IFNγ и IL-4 опре-

деляли в сыворотке крови и цереброспинальной жидкости (ЦСЖ) методом ИФА, ДНК ГВ выявляли в ПЦР. 

Цитокиновый статус детей с РС имел отличия в зависимости от фазы болезни, клинической тяжести обостре-

ния и течения процесса. Период обострения РРРС ассоциирован с накоплением в крови IL-8, IL-10 и IL-6, 

модуляциями индекса IFNγ/IL-4 по мере роста клинической тяжести обострения. Тяжелое обострение бо-

лезни у детей с ПРС сопровождалось усилением системного ответа IL-8. ДНК герпесвирусов выявлена у 27 

из 39 (69%) пациентов в крови и у 17 (44%) в ЦСЖ, с доминированием EBV (93%), часто в сочетании с HHV-6. 

В периоде обострения частота обнаружения ДНК ГВ нарастала в 2–3 раза по сравнению с периодом ремис-

сии. В отличие от детей с РРРС, у всех 5 пациентов с ПРС обнаружена микст-инфекция из 3–4 герпесвирусов. 

По совокупности результатов исследования можно заключить, что ГВ-инфекция играет важную роль в пато-

генезе РС у подростков, участвуя в обострении и прогрессии болезни путем воздействия на системный ответ 

цитокинов. Среди ГВ доминирует EBV-инфекция, однако риск развития РС резко нарастает при сочетании 

EBV с другим лимфотропным вирусом — HHV-6.

Ключевые слова: рассеянный склероз, герпесвирусы, иммунный ответ, цитокины, ВЭБ-инфекция, дети.

CYTOKINES AND HERPESVIRUSES IN CHILDREN WITH MULTIPLE SCLEROSIS

Zheleznikova G.F., Skripchenko N.V., Ivanova G.P., Surovtseva A.V., Monakhova N.E.

Scientific and Research Institute of Children’s Infections, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. It was determined earlier (G.P. Ivanova, 2012) that a chronic course of leukoencephalitis in teenagers caused by 

inadequate response of cytokine system to the combination of two herpesviruses (HV) — EBV and HHV-6, leads to the 

development of multiple sclerosis (MS) in 44% of cases. The research objective was to characterize the cytokine response 

in children with MS with simultaneous screening of the presence of active HV infections. 39 children with the diagnosis 

“MS” were under observation, 34 of them had relapsing-remitting (RR) MS, and 5 children had a progressing course 

of MS (PMS). Concentration of cytokines IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IFNα, IFNγ, and IL-4 was identified in blood se-



350

Инфекция и иммунитетГ.Ф. Железникова и др.

rum and cerebrospinal liquid (CSF) by enzyme-linked immunosorbent assay, HV DNA was revealed by PCR. Cytokine 

status in children with MS had some differences depending on the phase of the disease, clinical severity of the relapse and 

the course of MS. The relapse phase of RRMS was associated with the accumulation of IL-8, IL-10, and IL-6 in the blood, 

and index IFNγ/IL-4 modulations in accordance with the clinical severity of the relapse. A severe aggravation of the di-

sease in children with PMS was accompanied by the increase of IL-8 system response. HV DNA was revealed in 27 pa-

tients from 39 ones (69%) in blood and in 17 patients (44%) in CSF with the predominance of EBV (93%), frequent-

ly in combination with HHV-6. During an acute period the frequency of HV DNA identification increased 2–3 times 

to compare with the remission period. Unlike children with RRMS, a mixed-infection of 3–4 herpes viruses was revealed 

in all 5 patients with PMS. According to the results summary it is possible to make a conclusion that HV-infection has an 

important role in MS pathogenesis in teenagers, taking part in the aggravation and progression of the disease by its effect 

on the cytokine system response. EBV-infection dominates among HV, however the risk of MS development increases to a 

great extent in the case of EBV association with another lymphotropic virus — HHV-6.

Key words: multiple sclerosis, herpesviruses, immune responses, cytokines, EBV-infection, children.

Введение

Рассеянный склероз (РС) — хроническое 

воспалительно-демиелинизирующее заболева-

ние центральной нервной системы (ЦНС), чаще 

развивается в молодом возрасте, характеризу-

ется прогредиентным течением с нарастанием 

нев рологического дефицита, приводящим к ин-

валидизации, с возможным летальным исходом. 

Основной вариант течения РС — рецидивиру-

ющий-ремиттирующий (РРРС) — развивается 

более чем в 80% случаев, но наименее благопри-

ятны прогрессирующие формы рассеянного 

склероза (ПРС) (вторично прогрессирующий, 

первично прогрессирующий и прогрессирую-

щий с обострениями). РС причисляют к ауто-

иммунным заболеваниям ЦНС, но в последнее 

десятилетие все большее внимание привлекает 

участие инфекционных агентов, в частности, 

вирусов группы герпес в этиопатогенезе РС. Из-

вестны два наиболее реальных кандидата на эту 

роль — вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ, EBV) и ви-

рус герпеса человека 6-го типа (ВГЧ-6, HHV-6), 

обладающие способностью к молекулярной ми-

микрии и индукции Т-клеток с двойной специ-

фичностью: к пептидам вируса и основному 

белку миелина (ОБМ). Важно, что среди пере-

крестно реагирующих Т-клеток имеются CD8+ 

ЦТЛ, которые способны вызывать прямое по-

вреждение олигодендроцитов, экспрессирую-

щих одновременно ОБМ и HLA I класса [12]. 

Обострения РС связывают с реактивацией EBV 

вследствие дефицита Т-клеточного контроля 

репликации латентного вируса, что особенно 

важно в начальной стадии болезни [18, 19].

Особую медико-социальную проблему 

представляет РС у детей. Комплексное иссле-

дование вирусных лейкоэнцефалитов (ЛЭ) по-

казало, что хроническое течение болезни у под-

ростков, чаще всего обусловленное сочетанием 

EBV и HHV-6, в 44% случаев приводит к раз-

витию РС [10]. При этом хроническое течение 

ЛЭ тесно связано с дефицитом ответа системы 

цитокинов на вирусную инфекцию [5]. В на-

стоящее время активно изучается роль цито-

кинов врожденного и адаптивного иммунитета 

в патогенезе РС, однако данные о связи ответа 

цитокинов с клиническими параметрами РС 

противоречивы [20, 26].

Цель исследования состояла в характери-

стике системного и локального ответа цитоки-

нов при разных клинических проявлениях РС, 

с одновременным скринингом наличия актив-

ной герпесвирусной инфекции.

Материалы и методы

Иммунологическое обследование проведено 

39 детям в возрасте от 9 до 17 лет, поступившим 

в отделение нейроинфекций и органической 

патологии нервной системы НИИДИ с диагно-

зом «РС», которые в дальнейшем наблюдались 

в СПб Центре рассеянного склероза (руково-

дитель — к.м.н. Евдошенко Е.П.). Основную 

группу обследованных больных составили дети 

с РРРС (n = 34), пятеро подростков в возрасте 

от 14 до 17 лет имели ПРС с давностью болезни 

менее 2 лет. Клинико-неврологическое обсле-

дование пациентов включало балльную оценку 

неврологического статуса по международной 

расширенной шкале степени инвалидизации 

(EDSS). Концентрации цитокинов IL-1β, IL-6, 

IL-8, IL-10, IFNα, IFNγ и IL-4 определяли 

в сыворотке крови и ЦСЖ методом иммуно-

ферментного анализа (ИФА) с помощью тест-

систем ООО «Цитокин» (Санкт-Петербург). 

Содержание в сыворотках крови общего им-

муноглобулина Е (IgE) определяли методом 

ИФА с помощью тест-систем ООО «Алкор Био» 

(Санкт-Петербург). Контрольную группу со-

ставили практически здоровые дети соответ-

ствующего возраста (n = 10). Серологическая 

диагностика герпесвирусной инфекции вклю-

чала определение вирусспецифических антител 

классов IgM и IgG в ИФА с применением тест-

систем фирмы «Вектор-Бест» (Новосибирск). 

Образцы сывороток крови и ЦСЖ пациентов 

тестировали также на присутствие ДНК гер-
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песвирусов 1, 2, 3, 4, 5 и 6-го типов методом по-

лимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном 

времени. Статистическую обработку получен-

ных данных проводили с применением пакета 

прикладных программ Microsoft Office Excel 

2003–2007 и Statistica 7 для Windows. Оценку 

достоверности различий осуществляли с по-

мощью параметрических и непараметрических 

методов вариационной статистики. Достовер-

ными различия считали при р < 0,05.

Результаты
Цитокины в сыворотке крови и ликворе детей 

с рассеянным склерозом

Основной задачей исследования была ха-

рактеристика системного ответа цитокинов 

врожденного (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IFNα) 

и адаптивного иммунитета (IFNγ и IL-4) в за-

висимости от фазы болезни и тяжести обост-

рения, оцененной в баллах по шкале EDSS 

(Expanded Disability Status Scale), у детей основ-

ной группы с РРРС (табл. 1). В периоде ремис-

сии сывороточные уровни провоспалительных 

цитокинов IL-1β и IL-6, а также цитокина Th2-

типа IL-4 были значительно ниже показателей 

у практически здоровых детей, тогда как со-

держание IL-8, IL-10, IFNα и IFNγ оставалось 

в пределах нормы. Легкое обострение болез-

ни сопровождалось тенденцией к накопле-

нию в циркуляции (относительно нормы) IFN 

обоих типов и IL-10, при росте концентраций 

IL-1β, IL-6, IL-10 и IFNγ (но не IL-4) по срав-

нению с показателями в периоде ремиссии, 

не достигающем, однако, степени достовернос-

ти. При обострении средней тяжести имело 

место значительное накопление в циркуля-

ции двух цитокинов — IL-8 и IL-10, содержа-

ние которых многократно превышало нормы 

и возросло примерно в 5 раз (по средним дан-

ным) по сравнению с показателями при легком 

обострении. Дефицит IL-4 относительно ба-

зального уровня при этом сохранялся. Только 

у детей с обострением тяжелой степени отме-

чен значительный выход в циркуляцию IL-6, 

с 5-кратным превышением нормы. Тяжелое 

обострение сопровождалось также усиленной 

продукцией IL-8 с 15-кратным ростом средних 

концентраций цитокина относительно нормы 

и легкого обострения, при одновременном по-

вышении ответа IL-10 с возрастанием его уров-

ня в 8 раз по сравнению с обострением легкой 

степени тяжести. Тяжелое обострение РРРС у 3 

из 6 больных характеризовалось значительным 

усилением системной продукции IFNγ.

Большой интерес представляет нелинейная 

модуляция индекса IFNγ/IL-4, рассчитанного 

по средним данным и ориентировочно отража-

ющего баланс Th1/Th2 ответов в зависимости 

от тяжести обострения РРРС. Легкое обостре-

ние характеризовалось повышением индекса 

IFNγ/IL-4 с 3,6 до 10,4, то есть значительным 

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ (пг/мл) В КРОВИ И ЦСЖ ПРИ РАЗНЫХ КЛИНИЧЕСКИХ 

ПРОЯВЛЕНИЯХ РАССЕЯННОГО СКЛЕРОЗА У ДЕТЕЙ

№ Группа пациентов n IL-1β IL-6 IL-8 IL-10 IFNα IFNγ IL-4

Цитокины в сыворотке крови

1 РРРС, ремиссия 13 8,2±4,1* 6,5±1,3* 54±24 3,5±2,2 23±8 36±10 10±3*

2
РРРС, легкое обострение 
(до 2,5 баллов)

11 35±14 29±14 55±17 29±16 36±13 52±15 5,1±1,1*

3
РРРС, среднетяжелое 
обострение (3,5–5,5 баллов)

17 35±12 42±24 259±39* 137±24* 10±2 47±27 11±4*

4
РРРС, тяжелое обострение 
(> 6 баллов)

6 89±43 222±79* 804±55* 247±44* 25±8 201±114 16±7*

– p < 0,05 и менее – – 1, 2, 3 — 4
1, 2, 3 — 4

1, 2 — 3
1, 2, 3 — 4

1, 2 — 3
– – –

5 ПРС, обострение 5 36±23 342±129 1539± 278* 301±81* 91±40* 1100±544* 57±32

– Норма 10 27±7 48±10 49±11 4,8±2,8 10±7 26±8 51±7

Цитокины в цереброспинальной жидкости

1 РРРС, ремиссия 4 3,2±1,1 6,5±2,7 н.д. н.д. н.д. 6,5±4,3 1,5±2,1

2
РРРС, легкое обострение 
(до 2,5 баллов)

7 1,2±0,8 2,1±0,6 0,5±0,2 3,4±2,3 н.д. 33±6,4 6,9±2,7

3
РРРС, среднетяжелое 
обострение (3,5–5,5 баллов)

7 1,5±0,8 25±15 0,5±0,2 37±12 25±8 29±9,1 25±13,6

– p < 0,05 – – – – 2 — 3 – 2 и 3 — 1 –

5 ПРС, обострение 4 17±17 34±5,5 н.д. 81±80 13±11 19±8,9 30±14

Примечания: РРРС — рецидивирующе-ремиттирующий РС; ПРС — прогрессирующий РС; н.д. — нет данных; 
* — достоверное отличие от нормы при р по крайней мере < 0,05.
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смещением баланса в сторону Th1 по сравне-

нию с фазой ремиссии. Эту мысль подтвержда-

ет снижение уровня общего IgE до 63±20 кЕ/л 

против 154±52 кЕ/л в фазе ремиссии (при нор-

ме 100±32 кЕ/л). Дальнейшее усиление вос-

палительного процесса в ЦНС с развитием 

обострения средней степени тяжести сопро-

вождалось обратной тенденцией с уменьше-

нием индекса IFNγ/IL-4 до 4,3. Это позволяет 

предположить, что усугубление клинической 

тяжести обострения РС связано с усилением 

адаптивного иммунного ответа Th2-типа, чему 

соответствует значительный рост общего пула 

IgE при среднетяжелом обострении относи-

тельно легкого (177±47 кЕ/л против 63±20, р < 

0,05). Дальнейшее утяжеление процесса харак-

теризовалось активацией системного ответа 

IFNγ и вторичным ростом индекса IFNγ/IL-4 

до 12,6.

Сходная закономерность характеризует из-

менение баланса провоспалительного и анти-

воспалительного компонентов ответа, оценен-

ного по индексу IL-6/IL-10. Величина индекса 

IL-6/IL-10 модулирует от 1,0 при легком обост-

рении до 0,3 при среднетяжелом, восстанав-

ливаясь до 0,9 при тяжелом обострении РРРС. 

По-видимому, это означает, что обострение 

средней тяжести ассоциировано с ростом анти-

воспалительного компонента иммунного отве-

та в виде системной продукции двух иммуносу-

прессивных цитокинов — IL-10 и IL-4.

Частично охарактеризован также интра-

текальный уровень ряда цитокинов в разные 

фазы РРРС и при обострении двух степеней тя-

жести — легкой и среднетяжелой (см. табл. 1). 

Следует отметить, независимо от фазы и тя-

жести обострения РС, низкий уровень в ЦСЖ 

провоспалительных цитокинов IL-1β и IL-8. 

Так, содержание IL-8, при нарастании в цир-

куляции в прямой корреляции с клинической 

тяжестью обострения РС, в ЦСЖ у большинст-

ва больных при обострении как легкой, так 

и средней тяжести не достигало порога чувст-

вительности метода (1 пг/мл). Интратекаль-

ный уровень IL-6 проявлял склонность к росту 

только у пациентов с обострением средней тя-

жести. Одновременно с этим достоверно нарас-

тал и уровень иммуносупрессивного цитокина 

IL-10 (37±12 пг/мл против 3,4±2,3 при легком 

обострении, р < 0,05). В сравнении с периодом 

ремиссии, легкое обострение сопровождалось 

также 5-кратным ростом в ЦСЖ уровня IFNγ 

без дальнейшего его нарастания при обостре-

нии средней тяжести. Накопление в ЦСЖ ци-

токина Th2-типа IL-4 было более характерным 

для обострения средней тяжести, что прояви-

лось в снижении индекса IFNγ/IL-4 с 4,8 (при 

легком обострении) до 1,2 (при среднетяжелом), 

как это отмечено выше в отношении баланса 

цитокинов Th1/Th2 в сыворотке крови. Ины-

ми словами, параметры ответа этих цитокинов 

в ЦСЖ иллюстрируют усиление не только сис-

темного, но и локального ответа Th2 в ассоциа-

ции с неврологическим дефицитом средней 

тяжести у детей с обострением РРРС. При этом 

рост содержания в ЦСЖ IL-10, как и в сыворот-

ке крови, дополнял антивоспалительный ком-

понент ответа цитокинов.

Источником цитокинов в ЦСЖ при воспа-

лительном процессе в ЦНС может быть как ло-

кальный синтез, так и их проникновение в ЦНС 

из кровеносного русла через гематоэнцефа-

лический барьер. Сопоставление показателей 

в ЦСЖ с уровнем тех же цитокинов в сыворотке 

крови показывает, что в периоде ремиссии со-

держание IL-1β и IL-6 в обеих средах одинаково 

низкое (3,2±1,1 и 8,2±4,1 пг/мл — IL-1β, 6,5±2,7 

и 6,5±1,3 пг/мл — IL-6). Концентрации в ЦСЖ 

цитокинов адаптивного ответа Th1 и Th2-типов 

(IFNγ и IL-4) существенно ниже, чем в крови 

(6,5±4,3 против 36±10 пг/мл, р < 0,05 и 1,5±2,1 

против 10±3 пг/мл, р < 0,05 соответственно). 

Результаты сопоставления свидетельствуют 

о том, что у детей в фазе ремиссии РРРС при 

сниженной или нормальной системной продук-

ции IL-1β, IL-6, IFNγ и IL-4 локальный ответ 

провоспалительных цитокинов IL-1β и IL-6, 

как и цитокинов адаптивного иммунитета IFNγ 

и IL-4, слабо выражен или отсутствует.

У пациентов с обострением РРРС легкой сте-

пени тяжести содержание в ЦСЖ цитокинов 

IL-1β, IL-6, IL-8 и IL-10 было примерно в 10 раз 

ниже, чем в сыворотке крови (см. табл. 1). Толь-

ко уровни цитокинов адаптивного иммуни-

тета Th1- и Th2-типов (IFNγ и IL-4) оказались 

сопоставимы в обеих средах. Концентрации 

IFNγ составляли в ЦСЖ и сыворотке 33±6,4 

и 52±15 пг/мл, а IL-4 — 6,9±2,7 и 5,1±0,9 пг/мл, 

что позволяет предположить локальный син-

тез этих цитокинов рекрутированными в ЦНС 

Т-клетками памяти Th1- и Th2-фенотипов. 

У больных с обострением РРРС средней степе-

ни тяжести интратекальные уровни IL-1β и IL-8 

оставались низкими, тогда как содержание 

IL-6 заметно нарастало, почти достигая уров-

ня в крови (25±15 и 42±24 пг/мл). Одновремен-

но в ликворе существенно возрастал уровень 

IL-10, оставаясь все же намного ниже показателя 

в сыворотке крови (37±12 против 137±24 пг/мл, 

р < 0,05). Как и при легком обострении, средний 

уровень в ЦСЖ IFNγ существенно не отличался 

от показателя в крови (29±9,1 против 47±27 пг/

мл), а уровень IL-4 даже превышал таковой (25±14 

против 11±4 пг/мл). В целом, локальный ответ 

цитокинов Th1- и Th2-типов в фазе обострения 

РРРС сочетался с заметным ростом интратекаль-

ного уровня IL-6 и IL-10 по мере усиления степе-

ни неврологического дефицита.
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Чрезвычайно важным представляется выяс-

нение патогенетических механизмов прогрессии 

РС у детей. Обследование небольшой группы (n = 

5) детей с прогрессирующим течением РС (ПРС) 

дало нам возможность приблизиться к реше-

нию этой задачи, сравнив концентрации цито-

кинов врожденного и адаптивного иммунитета 

в крови и ликворе этих больных с показателями 

у детей с РРРС. Концентрации ряда цитокинов 

в крови и ЦСЖ в периоде ремиссии определены 

только у двоих пациентов с ПРС, но некоторые 

характерные моменты побудили нас детально 

рассмотреть эти данные, не включая их в таб-

лицу 1. В сыворотке крови содержание IL-1β 

и IL-4 у обоих пациентов было низким, не от-

личаясь от показателей в фазе ремиссии у боль-

ных РРРС (8±4 и 8,2±4,1 пг/мл — IL-1β; 14,5±14 

и 10±3 пг/мл — IL-4). Однако при сравнении 

концентраций цитокинов в ЦСЖ выявлены раз-

личия уровней двух цитокинов: IL-6 и IL-4. Дети 

с ПРС в фазу ремиссии имели более высокий 

уровень обоих цитокинов в ликворе, чем дети 

с РРРС (IL-6 — 20,5±4,5 против 6,5±2,7 пг/мл, 

р < 0,05; IL-4 — 8,5±1,5 против 1,5±2,1 пг/мл). 

По-видимому, это свидетельствует о неполном 

прекращении воспалительного процесса в ЦНС, 

с чем согласуются клинические признаки не-

полной ремиссии у детей с ПРС.

Обострение ПРС у большинства (4 из 5) де-

тей было оценено как тяжелое (у одного — сред-

ней тяжести), поэтому мы сравнили системный 

ответ цитокинов в этой группе больных с пока-

зателями при тяжелом обострении у пациентов 

с РРРС (см. табл. 1, группы 5 и 4). Средний уро-

вень в крови IL-1β у пациентов с ПРС оказался 

несколько ниже, чем в группе сравнения, а со-

держание IL-6 и IL-10 было одинаково высо-

ким, соответственно тяжести обострения. Кон-

центрации четырех цитокинов — IL-8, IFNα, 

IFNγ и IL-4 — у детей с ПРС значительно превы-

шали их уровни при тяжелом обострении РРРС, 

но достоверным оказался только рост систем-

ного ответа IL-8 (1539±278 против 804±55 пг/

мл, р < 0,05). Тем не менее, накопление в крови 

IFNα и IFNγ у детей с обострением ПРС (но не 

РРРС) было достоверным относительно нормы, 

тогда как содержание IL-4 достигало нормы при 

дефиците этого цитокина у детей с РРРС в фазе 

обострения любой степени тяжести. Гиперпро-

дукция IFNγ свидетельствует о том, что обо-

стрение у пациентов с ПРС происходит на фоне 

усиления системного иммунного ответа Th1-

типа. Однако у больных с ПРС одновременно 

нарастает и Th2-ответ, судя по росту продук-

ции IL-4. Итогом является умеренный рост со-

отношения IFNγ/IL-4 в фазе обострения ПРС 

по сравнению с РРРС (19,3 против 12,6).

Содержание цитокинов в ЦСЖ детей с ПРС 

в фазе обострения удалось сравнить только 

с показателями у пациентов с РРРС в фазе обо-

стрения средней тяжести (см. табл. 1, группы 5 

и 3). Средние концентрации IL-1β, IL-6 и IL-10 

в ликворе детей с ПРС обнаруживали тенден-

цию к росту, в то время как средние уровни 

IFNα и IFNγ — напротив — к снижению от-

носительно значений в группе сравнения, без 

достоверных различий между группами из-за 

больших колебаний показателей (особенно 

уровней IL-1β и IL-10) у детей с ПРС.

При рассмотрении данных группы больных 

с ПРС обращает на себя внимание дефицит 

интратекального уровня IL-6 и IFNγ по срав-

нению с сывороточным. Так, содержание IL-6 

в ЦСЖ составляло 34±5,5 пг/мл против 342±129 

в сыворотке, р < 0,05, а IFNγ — 19±8,9 пг/мл про-

тив 1100±544, р = 0,05. Баланс Th1/Th2 ответов, 

о котором можно судить по величине индекса 

IFNγ/IL-4, характеризует в фазе обострения 

ПРС поляризацию системного ответа в сторону 

Th1, а локального — в сторону Th2 (19,3 и 0,6). 

Как указано выше, такого резкого расхождения 

между системным и локальным ответом цито-

кинов IL-6 и IFNγ не было у пациентов с обо-

стрением РРРС средней степени тяжести. Сле-

довательно, этот феномен может быть связан 

с наибольшей тяжестью (> 6,5 баллов по шкале 

EDSS) обострения РС или отражать специфи-

ческую особенность локального ответа этих 

цитокинов у детей с ПРС. Несоответствие меж-

ду системным и локальным ответом цитокина 

может быть обусловлено его происхождением 

из разных клеточных источников. К примеру, 

Christensen R. et al. (2012) показали, что среди 

мононуклеаров периферической крови паци-

ентов с РС главными продуцентами IFNγ яв-

ляются натуральные киллеры (NK), тогда как 

в ЦСЖ — В-клетки, доминирующие среди дру-

гих клеток ликвора [13].

В целом цитокиновый статус детей с РС 

имел характерные особенности в зависимости 

от фазы болезни, клинической тяжести обо-

стрения и характера течения процесса. В перио-

де ремиссии у детей основной группы с РРРС 

сывороточные уровни всех 7 изученных ци-

токинов не отличались от нормы или даже ее 

не достигали. Обострение процесса у детей 

с РРРС ассоциировано с накоплением IL-8 

и IL-10 в сыворотке крови в прямой корреляции 

с тяжестью неврологического дефицита. Кроме 

того, обострение средней тяжести при РРРС от-

личалось от легкого обострения снижением ин-

декса IFNγ/IL-4 в крови и ЦСЖ, одновременно 

с ростом уровня общего IgE. Тяжелое обостре-

ние при РРРС характеризовалось значитель-

ным накоплением в крови IL-6 и вторичным 

подъемом индекса IFNγ/IL-4. Тяжелое обо-

стрение болезни у детей с ПРС (по сравнению 

с РРРС) сопровождалось усилением системного 
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ответа IL-8, а также тенденцией к накоплению 

в крови IFNα, IFNγ и IL-4. Особенностью де-

тей этой группы явились также низкие уровни 

в ЦСЖ цитокинов IL-6 и IFNγ по сравнению 

с сывороточными.

Герпесвирусная инфекция у детей с рассеянным 

склерозом

Основываясь на гипотезе о значительной 

роли EBV и других герпесвирусов (ГВ) в патоге-

незе РС [9, 12, 18, 19], мы обследовали всех па-

циентов на наличие латентной герпесвирусной 

инфекции и присутствие свободной ДНК гер-

песвирусов в сыворотке крови (и ЦСЖ), кото-

рое, как считают [7], характеризует продуктив-

ную вирусную инфекцию, так как свободная 

ДНК не обнаруживается в крови здоровых но-

сителей вируса.

При исследовании специфического анти-

тельного ответа методом ИФА антитела класса 

IgG к ядерным антигенам EBV (EBNA) были 

выявлены в 90% случаев; к HHV-6 — в 87,5%; 

к вирусу герпеса простого (HSV) — в 77,5% и ци-

томегаловирусу (CMV) — в 65% случаев. Подоб-

ные результаты были получены ранее при 

обследовании взрослых больных РС, свиде-

тельствуя о ранее перенесенной ГВ-инфекции 

большинством пациентов [14]. В периоде обос-

трения РС в крови EBV+ пациентов появля-

лись антитела к капсидному антигену (VCA) 

EBV класса IgG, иногда IgM (в 20% случаев). 

Следует подчеркнуть, что 17 из 39 (43,6%) детей 

перенесли ИМ менее чем за 3 года до начала РС. 

Методом ПЦР у большинства больных выявле-

на ДНК герпесвирусов: у 27 из 39 (69%) в сыво-

ротке крови и у 17 (44%) в ЦСЖ.

Значение ГВ-инфекции в патогенезе РС ил-

люстрируют результаты тестирования ДНК 

герпесвирусов в фазе ремиссии и обострения 

болезни (табл. 2). В большинстве случаев об-

наружена ДНК EBV и HHV-6, и частота вы-

явления ДНК этих ГВ в фазе обострения РС 

по сравнению с фазой ремиссии возрастала бо-

лее чем вдвое в крови и в 3–4 раза в ЦСЖ.

У абсолютного большинства больных РС 

с признаками активной ГВ-инфекции обна-

ружена ДНК EBV — у 25 из 27 (93%) пациентов 

(табл. 3), при этом преобладало сочетание EBV 

с другими ГВ (21 из 25, 84%), чаще всего с HHV-6 

(17 из 21, 81%). Только у двух подростков микст-

герпесвирусная инфекция была представлена 

сочетанием HHV-6 с другими ГВ.

Сравнение ГВ-инфекции у пациентов основ-

ной группы с РРРС и 5 больных с ПРС выявило 

существенные различия в ее составе. В группе 

детей с РРРС встречалась моноинфекция EBV 

(4 случая); преобладала двойная инфекция EBV 

и HHV-6 (10 детей); у 4 пациентов диагностиро-

вана двойная инфекция EBV+HSV-1,2 и только 

в 4 случаях (18%) обнаружена ДНК одновремен-

но 3–4 ГВ. В то же время у всех 5 детей с ПРС 

(100 против 18%, р < 0,01) выявлена ДНК 3–4 ГВ: 

у 4 — EBV и HHV-6 с HSV-1,2 и/или CMV, а у од-

ного подростка — HHV-6, HSV-1,2 и CMV.

В целом, значительное накопление ДНК гер-

песвирусов в крови и ЦСЖ у детей с обострени-

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА ВЫЯВЛЕНИЯ ДНК ГЕРПЕСВИРУСОВ В КРОВИ И ЦСЖ В ФАЗАХ РЕМИССИИ 

И ОБОСТРЕНИЯ РАССЕЯННОГО СКЛЕРОЗА У ДЕТЕЙ

Вирусы 

группы 

герпес

Ремиссия Обострение

Кровь ЦСЖ Кровь ЦСЖ

n % n % n % n %

EBV 8 29,6 3 17,7 18 66,6* 9 53,1*

HHV-6 7 25,9 2 11,8 16 59,2* 7 41,3*

HSV-1,2 2 7,4 0 0 9 33,3* 3 17,7

CMV 3 11,1 0 0 8 29,0* 2 11,8

Примечание: * — достоверные различия между ремиссией и обострением, р < 0,05.

ТАБЛИЦА 3. ГЕРПЕСВИРУСНАЯ ИНФЕКЦИЯ ПРИ РЕЦИДИВИРУЮЩЕ-РЕМИТТИРУЮЩЕМ (РРРС) 

И ПРОГРЕССИРУЮЩЕМ (ПРС) ТЕЧЕНИИ РАССЕЯННОГО СКЛЕРОЗА У ДЕТЕЙ

Вирусы группы герпес
РРРС (n = 22) ПРС (n = 5) Итого (n = 27)

n % n % n %

EBV 4 18,2 0 0 4 14,8

EBV+HHV-6 10 45,4 0 0 10 37

EBV+HSV-1,2 4 18,2 0 0 4 14,8

EBV+HHV-6+HSV-1,2 1 4,5 2 40 3 11,1

EBV+HHV-6+CMV 1 4,5 0 0 1 3,7

EBV+HHV-6+HSV-1,2+CMV 1 4,5 2 40 3 11,1

HHV-6+HSV-1,2+CMV 1 4,5 1 20 2 7,4

Итого 22 100 5 100 27 100
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ем РС, а также связь прогрессирующего течения 

РС с обнаружением ДНК одновременно 3–4 ГВ 

свидетельствуют о том, что ГВ-инфекция игра-

ет немаловажную роль в патогенезе РС у детей.

Обсуждение

Явное доминирование EBV среди ГВ у детей 

с РС согласуется с множеством фактов, отра-

жающих тесную связь EBV-инфекции с риском 

развития РС и дальнейшим его течением [9]. 

В частности, недавно в масштабном исследо-

вании подтверждена связь между перенесен-

ной ранее первичной EBV-инфекцией в виде 

инфекционного мононуклеоза (ИМ) и раз-

витием РС [16]. Уникальное свойство EBV со-

стоит в способности инфицировать В-клетки, 

нарушая в них процесс апоптоза и персистируя 

пожизненно в популяции В-клеток памяти. 

В В-клетках ДНК вируса изначально замыкает-

ся в эписому и в последующем реплицируется 

в таком виде одновременно с пролиферацией 

инфицированной клетки (так называемая «ла-

тентная репликация» или «активная латенция» 

[1, 6]). Различают 3 типа активной латенции 

EBV, при которых экспрессируются разные 

антигены вируса. В В-клетках памяти поддер-

живается активная латенция I типа с экспрес-

сией ядерного антигена EBV-1 (EBNA-1), кото-

рый индуцирует в CD4+ Т-лимфоцитах синтез 

цитокинов Th2-типа и не только не способен 

вызывать эффективный ответ CD8+ цитоток-

сических Т-лимфоцитов (ЦТЛ), но и защищает 

EBV-инфицированные В-клетки от действия 

ЦТЛ [6]. Для больных РС характерен высо-

кий уровень антител (АТ) к EBNA-1 (в крови 

и ЦСЖ), рост которого предвещает начало раз-

вития болезни [9].

С учетом способности EBV индуцировать 

Т-клеточный ответ двойной специфичности 

(к антигенам вируса и ОБМ) [9, 12], кажется 

закономерным предположение, что основой 

демиелинизирующего процесса в ЦНС может 

служить несостоятельность иммунной защиты 

против EBV, связанная с экспрессией EBNA-1 

в фазе латенции, и недостаточностью эффек-

тивного Т-клеточного контроля репликации 

вируса. На первый взгляд, этому предполо-

жению противоречат сведения о выраженном 

EBV-специфическом ответе CD4+ и CD8+ ЦТЛ 

у пациентов с РС [9]. Однако Jilek S. et al. (2008) 

установили, что частота EBV-специфических 

CD8+ Т-клеток, секретирующих IFNγ, макси-

мальна при первом эпизоде РС, неуклонно сни-

жаясь в течение 1 года [19]. Кроме того, Jaquiery E. 

et al. (2010), изучая цитокиновый профиль EBV-

специфических CD8+ Т-клеток пациентов с РС, 

обнаружили повышенную экспрессию РНК как 

IFNγ, так и IL-4, что может быть причиной не-

достаточного контроля репликации вируса [18]. 

В дополнение, Lünemann J. et al. (2008) показа-

ли, что EBNA-1-специфические CD4+ Т-клетки 

пациентов с РС перекрестно реагируют с анти-

генами миелина, что предполагает их активное 

участие в иммунопатологическом процессе [22]. 

Представляется важным открытие Tzartos J. 

et al. (2012), установивших, что латентная EBV-

инфекция может усиливать воспаление в очагах 

РС, индуцируя врожденный иммунный ответ, 

в частности, продукцию IFNα [27].

Pender M., ранее предположивший ключевую 

роль EBV-инфицированных аутореактивных 

В-клеток и дефицита CD8+ ЦТЛ в патогенезе 

РС (2003, 2009, 2011), рассматривает контроль 

над EBV-инфекцией (посредством вакцинации, 

противовирусной терапии или адаптивного пе-

реноса аутологичных CD8+ ЦТЛ, специфичных 

к латентным антигенам вируса) как перспектив-

ный подход к профилактике и лечению РС [23].

В свете вышесказанного интересно сопо-

ставить выявленные нами особенности отве-

та цитокинов при РС с данными литературы 

и собственными данными о системной про-

дукции цитокинов при первичной острой EBV-

инфекции (ИМ) у детей. При сравнении уров-

ня цитокинов в крови и ЦСЖ складывается 

впечатление, что системный ответ цитокинов 

превалирует и, возможно, предшествует их ло-

кальному синтезу в ЦНС. Напрашивается пред-

положение, уже высказанное в литературе в от-

ношении взрослых больных РС [11], что обо-

стрению РС у детей предшествует системная 

активация латентной EBV-инфекции в резуль-

тате неэффективного ее контроля в фазе ремис-

сии РС. По-видимому, эту мысль иллюстрирует 

нормальный или даже сниженный сывороточ-

ный уровень цитокинов в фазе ремиссии (см. 

табл. 1), несмотря на признаки литической ре-

пликации EBV у части больных.

По наиболее тесной связи с течением РС 

у подростков выделяются цитокины IL-8, IL-10, 

IL-6 и IFNγ. Но эти же цитокины, за исключе-

нием IL-10, ответ которого при ИМ нами не изу-

чен, играют важную роль в защите от первич-

ной EBV-инфекции. Ранее нами показано, что 

эффективная элиминация EBV при первичной 

инфекции зависит от адекватного ответа IL-8 

и IFNγ наряду с продукцией TNFα. Слабый от-

вет TNFα, IL-8 и IFNγ (при повышенном уровне 

IL-4) в остром периоде ИМ (а IL-8 и IFNγ еще 

и в периоде ранней реконвалесценции), пред-

вещает развитие рецидивов ИМ в дальнейшем 

[8]. Еще раньше установлено, что недостаток 

продукции TNFα при подъеме в крови уровня 

IL-4 и пула IgE ассоциированы с более тяжелым 

течением ИМ [2]. Являясь ключевым факто-

ром иммунной защиты против EBV-инфекции, 

TNFα, по-видимому, играет важную роль в па-
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тогенезе РС, так как обнаруживается в крови 

и ЦСЖ пациентов и способен вызывать in vitro 

эксцитотоксическую гибель нейронов [24].

Переключение профиля системного им-

мунного ответа с Th1-подобного на Th2-

подобный и обратно, установленное по моду-

ляциям соотношения IFNγ/IL-4 при нарас-

тающей тяжести обострения РС, характерно 

для 4 вариантов иммунной защиты при пере-

ключении на более высокий уровень антиген-

ной стимуляции, выделенных нами при ряде 

острых вирусных и бактериальных инфекций, 

включая ИМ [3, 4]. В частности, у детей с ИМ, 

содержание в крови IL-8 постепенно нарастает 

от 1-го к 4-му уровню иммунной защиты, тогда 

как IL-6 играет роль, скорее, цитокина Th2-

типа, ответ которого модулирует параллель-

но уровню IL-4 [4]. Тенденция к сближению 

интратекальных уровней IL-6 и IL-4 просле-

живается и при обострении РРРС и ПРС (см. 

табл. 1, группы 3 и 5), а также в фазе ремиссии 

у 2 подростков с ПРС.

Низкий интратекальный уровень IL-6 и IFNγ 

(в сравнении с сывороточным) с инверсией ин-

декса IFNγ/IL-4 при тяжелом обострении у де-

тей с ПРС отражают, скорее, неэффективный 

локальный ответ против смеси герпесвирусов, 

чем усиление аутоиммунного звена патогенеза 

РС, которое связывают с миелинреактивными 

CD8+ ЦТЛ, способными прямо поражать олиго-

дендроциты и продуцирующими IFNγ [12]. Как 

установили Hedegaard C. et al. (2008), специфич-

ные к ОБМ Th2 не способны вызывать аутоим-

мунный процесс в ЦНС в опытах с переносом 

и смягчают проявления болезни у пациентов 

с РС [17].

Отмеченные черты сходства клинического 

значения ряда цитокинов у детей с РС и ИМ по-

зволяют предположить, что характер ответа ци-

токинов при обострении РС в большой степени 

связан с литической реактивацией персистиру-

ющей EBV-инфекции.

EBV-инфекция сопровождается потерей за-

щитного потенциала инфицированных клеток 

и склонностью к суперинфекции другими ГВ, 

в частности, HHV-6 [1]. Обладая сходством био-

логических свойств с EBV [12], HHV-6 занимает 

второе место после EBV по частоте упомина-

ний в связи с РС [21]. Сообщают, к примеру, что 

реактивация HHV-6 может участвовать в обо-

стрении РС, стимулируя продукцию цитоки-

нов Th1-типа [15]. Можно предположить, что 

синергизм в действии двух этих лимфотропных 

ГВ усугубляет нарушения в иммунной системе, 

чем и объясняется повышенная встречаемость 

сочетаний этих вирусов при хронических лей-

коэнцефалитах [10] и РС у детей.

В отношении связи РС с инфекцией HSV-1 

и 2 имеются лишь единичные сообщения [28], 

тогда как CMV-инфекция даже как будто защи-

щает детей [28] и взрослых [25] от развития РС. 

Тем не менее, одновременное инфицирование 

3–4 ГВ, очевидно, вносит свой вклад в течение 

иммунопатологического процесса, усиливая 

системный ответ цитокинов IL-8, IFNα и IFNγ 

и провоцируя прогрессию РС у подростков.

Заключение

Учитывая наибольшую встречаемость EBV 

у подростков с РС, перенесенный ранее ИМ 

в значительной части случаев, системную ли-

тическую реактивацию EBV в периоде обо-

стрения РС у большинства больных и сходные 

черты ответа цитокинов IL-8, IL-6, IFNγ и IL-4 

с ответом при остром ИМ, можно заключить, 

что EBV-инфекция играет базисную роль в соз-

дании условий для аутоиммунного процесса 

в ЦНС у подростков, однако риск развития РС 

резко нарастает при сочетании EBV с другим 

лимфотропным вирусом — HHV-6.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЕ 

ОСОБЕННОСТИ ИЗОЛЯТОВ ВИРУСА 

ГЕПАТИТА C ИЗ РАЗНЫХ РЕГИОНОВ 

РЕСПУБЛИКИ САХА (ЯКУТИЯ)

А.В. Семенов1,2,3, Ю.В. Останкова1, В.В. Герасимова4, М.А. Бичурина1, 

А.В. Козлов3, С.Л. Мукомолов 1, Арег А. Тотолян1,2

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 ГБОУ ВПО Первый Санкт-Петербургский Государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова 

МЗ РФ, Санкт-Петербург, Россия
3 ГБОУ ВПО Северо-Западный государственный медицинский университет им. И.И. Мечникова МЗ РФ, 

Санкт-Петербург, Россия
4 ФГАОУ ВПО Северо-Восточный федеральный университет им. М.К. Аммосова, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Количество инфицированных вирусом гепатита С в мире составляет почти 3% от населения земного 

шара, при этом хронический гепатит С развивается приблизительно у 70–80% инфицированных. Хроничес-

кий гепатит С является ведущей причиной цирроза печени и гепатоцеллюлярной карциномы, таким об-

разом становясь одной из глобальных проблем общественного здравоохранения. Клинические проявления 

разнообразны, и зависят в основном от биологических свойств вируса и его взаимодействия с иммунной си-

стемой хозяина. Генотип вируса гепатита C является важным фактором, определяющим как вирусный ответ 

на противовирусную терапию, так и риск развития тяжелого заболевания печени. Определение генотипов 

и субтипов вируса важно для лучшего понимания эпидемиологических и вирусологических особенностей 

заболевания. Распространенность генотипов вируса гепатита С варьируется в разных географических ре-

гионах. Данные о распределении генотипов ВГС для некоторых субъектов Российской Федерации весьма 

ограничены, особенно это касается сельских регионов, Северной Сибири, Дальнего Востока, полярных 

регионов. Молекулярные характеристики циркулирующих на данных территориях вирусов практически 

не представлены в литературе. Одним из таких регионов является Якутия. В настоящем исследовании ме-

тодом прямого секвенирования NS5B области РНК ВГС определены генетические варианты ВГС у жителей 

Якутии, страдающих ХВГС с умеренной и высокой вирусной нагрузкой. На основании филогенетического 

анализа показано, что среди обследованных больных ХВГС при умеренной и высокой вирусной нагрузке 

ВГС преобладает генотип 1 (88,3%) по сравнению с генотипом 2 (6,7%) и 3 (3,2%). Полученные результаты 

о распространенности субтипа 1b согласуются с данными о связи этого субтипа с высоким уровнем виремии, 

большей длительностью и тяжестью течения заболевания печени, а также преимущественным развитием 

ХВГС у пациентов с субтипом 1b, по сравнению с лицами, инфицированными иными субтипами вируса 

гепатита C. Для некоторых изолятов вируса гепатита С из Якутии показано сходство нуклеотидной после-
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довательности региона NS5B с соответствующими фрагментами изолятов из США, Бразилии и Ирландии. 

Обсуждается тесная связь выявленных в нашей работе изолятов вирусного гепатита C субтипа 2а с изолята-

ми, найденными в Китае. Впервые на территории РФ выявлен вирусный гепатит C субтипа 3g, предположи-

тельно завезенный из стран Южной Азии. Комплексное использование молекулярных, вирусологических, 

демографических и эпидемиологических методов и информации для наблюдения за инфекциями будет спо-

собствовать пониманию текущей эпидемиологической ситуации по вирусному гепатиту C в России. Мас-

штабное исследование генотипов ВГС в Российской Федерации позволит оценить пути распространения 

и время эволюционного разделения изолятов вируса.

Ключевые слова: гепатит С, генотипирование, секвенирование, генотип, субтип, молекулярная эпидемиология, филогения, 

Республика Саха (Якутия).
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Abstract. According to WHO data about 3% of population are infected by hepatitic C virus (HCV) worldwide. Chronic 

hepatitis C is the leading cause of cirrhosis and hepatocellular carcinoma, thus it becoming one of the global public health 

problems. Clinical manifestations are varied and depend mainly of the virus biological properties and its interaction with 

the host immune system. Determination of virus genotype and subtype is important for a better understanding of the 

epidemiological and virological features of the disease. The prevalence genotypes hepatitis C virus is varies in different 

geographical regions of the world. The data about HCV genotypes distribution in some Russian Federation regions are 

very limited, especially about HCV genotypes prevalence in Siberia, Far East and some rural regions. One of such regions 

is Yakutia. In our study we identified genetic variants of HCV in chronic hepatitis C patients with moderate and high viral 

load from Yakutia by direct sequencing of HCV RNA NS5B region. Based on phylogenetic analysis we found the preva-

lent genotype 1 (88.3%), than genotype 2 (6.7%) and 3 (3.2%) among HCV patients with moderate and high viral load. 

Our results on the prevalence of subtype 1b are consistent with the data on the connection between this subtype with high 

levels of viremia, greater duration and severity of liver disease, as well as the development of chronic hepatits C in pa-

tients infected by HCV subtype 1b, compared with those infected with other subtypes of hepatitis virus C. The similarity 

of some Yakutian isolates with isolates from the United States, Brazil and Ireland was found. We discuss HCV subtype 

2a isolates identified origin from isolates found in China. First in the territory of the Russian Federation HCV subtype 

3g was identified, presumably imported from South Asia. Interconnected use of molecular, virological, demographic and 

epidemiological methods and information to monitor the infections will contribute to the understanding of the current 

HCV epidemiology in Russia.

Key words: hepatitis C, genotyping, sequencing, genotype, subtype, molecular epidemiology, phylogeny, Republic Sakha (Yakutia).

Введение

Количество инфицированных вирусом гепа-

тита С (ВГС) в мире составляет почти 3% от на-

селения земного шара [29]. Различные регионы 

мира классифицируют как регионы с «высо-

кой» (> 3,5%), «умеренной» (1,5–3,5%) и «низ-

кой» (< 1,5%) распространенностью вируса. 

Хронический вирусный гепатит С (ХВГС) раз-

вивается приблизительно у 70–80% инфициро-

ванных. Во всем мире ХВГС является ведущей 

причиной цирроза печени и гепатоцеллюляр-

ной карциномы с летальным исходом и одной 

из глобальных проблем общественного здра-

воохранения. Согласно прогнозу, в ближайшее 

десятилетие ожидается значительное увеличе-

ние числа лиц с хронической инфекцией и, со-

ответственно, повышение смертности, связан-

ной с различными осложнениями ХВГС, в том 

числе фиброза/цирроза печени и гепатоцеллю-

лярной карциномы [14, 36].

Клинические проявления ХВГС разно-об-

разны и зависят в основном от биологических 

свойств вируса и от его взаимодействия с им-

мунной системой хозяина [15, 22]. Для ВГС 

показано существенное разнообразие нукле-

отидной последовательности по всему ви-

русному геному. Одной из самых интересных 

особенностей ВГС является высокая генети-

ческая неоднородность вирусной популяции. 

Многие варианты ВГС показывают только 68–

79% гомологии. На основании кластеризации 
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гомологичных последовательностей описаны 

разные генотипы и подтипы ВГС, встречаю-

щиеся в тех или иных географических регио-

нах [48].

На данный момент идентифицированные 

изоляты ВГС принято подразделять на 7 ге-

нотипов [50], отличающихся друг от друга 

по составу нуклеотидных последовательнос-

тей на 31–33%, и, по меньшей мере, на 67 под-

твержденных субтипов; 20 субтипов временно 

отнесенных к одному из генотипов и 21 не от-

несенных к какому-либо генотипу, отличаю-

щихся друг от друга по составу нуклеотидных 

последовательностей на 20–25% [27]. Генотип 

ВГС является важным фактором, определя-

ющим как вирусный ответ на противовирус-

ную терапию, так и риск развития тяжелого 

заболевания печени. Так, например, ВГС 2 

и 3 генотипов более чувствителен к терапии 

пегилированным интерфероном, тогда как 

для пациентов, инфицированных ВГС геноти-

па 1, терапия интерфероном менее предпочти-

тельна. ВГС существует в виде сложной смеси 

тесно связанных, но генетически различных 

вариантов. Такая стратегия позволяет вирусу 

эффективно уклоняться от иммунного отве-

та хозяина [18]. Другим фактором, значимым 

для вирусного ответа на терапию и влияющим 

на длительность лечения, является вирусная 

нагрузка [19]. Показано, что высокая вирус-

ная нагрузка ассоциирована с низкой часто-

той устойчивого вирусологического ответа 

на стандартную терапию ПЭГ-интерфероном 

и, по сравнению с низким уровнем виремии, 

допускает более высокую вероятность реци-

дива [49]. У пациентов, инфицированных ге-

нотипом 1, высокая вирусная нагрузка встре-

чается чаще, чем у пациентов с генотипами 2 

или 3 [38]. Тем не менее, корреляция между 

генотипами и вирусной нагрузкой остается 

спорной [16]. Определение генотипов и субти-

пов ВГС важно для лучшего понимания эпи-

демиологических и вирусологических особен-

ностей заболевания, а также предоставляет 

дополнительную информацию для принятия 

решения о выборе тактики противовирусной 

терапии.

Распространенность генотипов ВГС варьи-

рует в разных географических регионах. Гено-

типы 1, 2 и 3 широко распространены в мире, 

тогда как другие ограничиваются определен-

ными географическими областями [47]. Напри-

мер, субтипы 1a, 1b, 2а, 2b, 3а составляют более 

чем 90% всех инфекций ВГС в России, Европе, 

Китае, Японии, Австралии [25]. Генотип 4 суб-

тип 4а выявлен преимущественно у больных 

ХВГС в Египте, Северной Африке и Сахаре, 

а также на Ближнем Востоке [6]. Однако субти-

пы 1a, 1b, 2a, 3а также присутствуют в данных 

популяциях [20]. Генотипы 5 и 6 обнаружены 

в Южной Африке и Гонконге, а также в Китае, 

Юго-Восточной Азии, Таиланде и Вьетнаме. 

Недавно в Демократической Республике Конго 

выявлен абсолютно новый генотип 7 [35]. Гено-

типы подразделяются на множество субтипов, 

число которых в разных генотипах варьируется. 

Распространенность разных субтипов в регио-

нах мира постоянно меняется.

Генотип 1 состоит из 7 субтипов (1a-1i). В то 

время как субтипы 1а и 1b распространены по-

всеместно, субтипы 1с-1i выявлены преимущест-

венно в Индонезии, Камеруне и т.д., но значи-

тельно реже встречаются в Европе [10].

Генотип 2, широко распространенный по все-

му миру, состоит из 11 субтипов (2а-2r), сравни-

тельно редких для Западной Европы и Северной 

Америки, но преобладающих в Восточной Азии 

[56]. Большинство редких субтипов генотипа 2 

имеют ограниченный ареал и, как правило, вы-

делены от пациентов африканского или азиат-

ского происхождения [31].

Генотип 3 подразделяют на 6 субтипов (3а-

3k). При этом субтипы 3а и 3b распространены 

по всему миру в основном за счет передачи при 

внутривенном употреблении наркотиков, а так-

же из-за иммиграции инфицированных людей 

в Европу и Северную Америку. Специфичные 

субтипы генотипа 3 были найдены в некото-

рых регионах Азии и Индии, что подтверждает 

гипотезу эндемичной циркуляции вируса [37]. 

Изоляты с редкими субтипами генотипа 3 были 

описаны в Индии, Бангладеш, Вьетнаме и Ин-

донезии. Различные субтипы генотипа 3 оста-

ются основной причиной инфекции ВГС в Ин-

дии. На основании филогенетического анализа 

редких неклассифицированных изолятов ВГС 

из Индии был введен новый субтип 3, обозна-

ченный как 3g [42].

Генотипы 4 и 6 состоят из 17 и 24 редко встре-

чающихся субтипов соответственно. Большин-

ство из них преобладают на Ближнем Востоке, 

в некоторых регионах Африки, встречаются 

в странах Юго-Восточной Азии [21, 33].

Генотип 5 включает в себя только один суб-

тип 5а. В южной части Африки на субтип 5а 

приходится более 50% всех инфекций ВГС [12].

Генотип 7 представлен одним субтипом 7a, не-

давно выявленным в Центральной Африке [36].

Несмотря на ограниченный ареал распро-

страненности большинства редких субтипов, 

последние данные свидетельствуют об увели-

чении их спорадического присутствия в раз-

ных странах Европы; особенно на Юге Европы 

(в Италии, Греции, Испании) [30].

Известно, что на большинстве террито-

рий бывшего СССР преобладает ВГС субтипа 

1b, далее следуют 3а, 2а, 1а субтипы. При этом 

не показано существенных различий в распре-
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делении генотипов для разных стран бывшего 

СССР среди ВГС-инфицированных доноров 

кро ви и больных ХВГС [55].

В Закавказском регионе наиболее высокий 

показатель распространенности ВГС отмечен 

для Грузии (6,7%) [45]. Анализ генотипов по-

казал преобладание на территории Грузии ге-

нотипа 1 (42,0%) по сравнению с генотипами 3 

(32,9%) и 2 (24,9%). У нескольких пациентов 

(0,1%) был выявлен генотип 4 [24]. ВГС гено-

типа 1 субтипа 1b также преобладает в Узбеки-

стане (64,2%), субтип 3а встречается в Узбеки-

стане с частотой 25,0%, субтипы 2а, 1а, 2б и 3б 

были выявлены в 3,8; 2,9; 2,9 и 1,0% случаев со-

ответственно [28]. Несмотря на географичес-

кую удаленность, сходное распределение ге-

нотипов выявлено и в странах прибалтийского 

региона. Так, в Эстонии субтип 1b составляет 

71%, субтип 3а — 24%, 2с — 2%, 1а — 1% и 2а — 

1% [52]. В Латвии 77% ВГС изолятов принадле-

жали к субтипу 1b, 17% — к 3а и 6% составил 

субтип 2с [51]. Анализ распространенности 

ВГС в Литве демонстрирует несколько мень-

шее преобладание субтипа 1b (54,3%) по срав-

нению с субтипами 3а (23,9%), 2а (10,9%), 2b 

(4,3%) и инфицированием двумя субтипами 

одновременно (6,5%) [7].

Относительная распространенность гено-

типов ВГС в Белоруссии в целом соответствует 

ситуации в России: представлены субтипы 1b 

(53,8%), 3а (38,5%), 1а (5,1%); однако появление 

не характерных для РФ субтипов отражает бо-

лее тесную связь с общеевропейскими мигра-

ционными процессами — 4а (1,3%) и 4d (1,3%) 

[40]. Известно, что субтипы 4, 5 и 6 ВГС зане-

сены в европейскую популяцию инфицирован-

ными мигрантами из Южной и Юго-Восточной 

Азии, Ближнего Востока и Африки [17].

Интересно, что высокая распространен-

ность ВГС была выявлена среди иммигрантов 

из бывшего СССР в Нью-Йорке. Распростра-

ненность гепатита С составила 11,1% для вы-

ходцев из России, 29,0% из Узбекистана, 31,0% 

с Украины, 36,8% из других регионов [8, 44].

В разных регионах Российской Федерации, 

несмотря на большие географические расстоя-

ния, показано сходное распределение геноти-

пов ВГС 1b и 3а, и в целом оно соответствует 

средним показателям по России: субтип 1b со-

ставляет 52,1%, субтип 3а — 37,2% и около 2% 

случаев — иные субтипы HCV [3]. Тем не менее, 

распространенность генотипа 2а может значи-

тельно варьироваться в разных городах: от от-

сутствия этого генотипа в Санкт-Петербурге 

и Новосибирске до 3,7% в Барнауле, 4,3% 

в Краснодаре и 23,0% в Хабаровске [34]. В За-

падной Сибири субтипы 1b и 3а преобладают 

(50,3 и 44,8% соответственно), далее 2а (4,4%) 

и 2с (0,3%) [46]. Некоторый сдвиг распределе-

ния генотипов в сторону преобладания суб-

типа 3a (56,9%) по сравнению с 1b (29,2%) и 1а 

(11,9%) показан среди наркоманов и паци-

ентов инфекционных стационаров в Санкт-

Петербурге [41].

Необходимо отметить, что данные о рас-

пределении генотипов ВГС для некоторых 

субъектов Российской Федерации весьма огра-

ничены, особенно это касается сельских ре-

гионов, Северной Сибири, Дальнего Востока, 

полярных регионов. Одним из таких регионов 

является Якутия. Это чрезвычайно обшир-

ная территория площадью 3 103,2 тыс. кв. ки-

лометров. В то же время население республи-

ки в соответствии с данными Госкомстата РФ 

составляет всего 956 896 человек (плотность 

населения — 0,31 человек/км2), из которых 

65,28% проживают в городах. В центральной 

части Якутии проживает около 500 000 человек 

(Якутск, Мегино-Кангаласский, Амгинский, 

Чурапчинский, Усть-Алданский, Мирнингс-

кий, Хангаласский улусы). Якутия является 

регионом с высокой распространенностью ге-

патита С. Заболеваемость хроническим гепа-

титом С в Якутии почти в два раза выше, чем 

в целом по России (по данным на 2013 г. — 43,2 

на 100 000) [2, 43].

Предыдущие исследования показали, что 

большинство пациентов, инфицированных 

ВГС в Якутии, заражены генотипом 1 субтипом 

1b (68,8–76,4%) и, в несколько меньшей степе-

ни, — субтипом 3а генотипа 3 (13,4–18,8%) [3]. 

Однако исследования были проведены с ис-

пользованием методов серотипирования или 

с применением коммерческого набора ПЦР, 

предназначенного для выявления ограничен-

ного диапазона генотипов (в основном 1a, 1b, 

2, 3а субтипы). Вследствие этого до 19,8% ВГС-

положительных образцов остались неопоз-

нанными.

В настоящее время для генотипирования 

ВГС используются различные методики: серо-

типирование ВГС, типоспецифическая ПЦР, 

гибридизация продуктов амплификации с ад-

сорбированными геноспецифическими зон-

дами (INNO-LIPA), ПДРФ-генотипирование 

и др. Но эталонным методом генотипирова-

ния ВГС является непосредственное опреде-

ление первичной структуры РНК ВГС мето-

дом прямого секвенирования и последующий 

филогенетический анализ нуклеотидных по-

следовательностей, который позволяет четко 

охарактеризовать вирусный изолят [39].

Прямое секвенирование NS5B области ВГС 

зарекомендовало себя как надежный способ 

для идентификации различных генотипов ВГС 

и считается методом выбора для характеристи-

ки вирусных изолятов во всем мире. Анализ по-

следовательности NS5B для генотипирования 
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ВГС обеспечивает точную идентификацию ге-

нотипа и эпидемиологическую картину цирку-

лирующих штаммов вируса [57].

В настоящем исследовании мы примени-

ли генотипирование на основе прямого сек-

венирования NS5B области РНК ВГС для 

оценки распространенности генетических ва-

риантов ВГС у жителей Якутии, страдающих 

ХВГС с умеренной и высокой вирусной нагруз-

кой (более 100 000 МЕ/мл).

Задачей данного исследования была оценка 

распределения субтипов ВГС среди пациентов 

с высокой вирусной нагрузкой из разных регио-

нов Республики Саха (Якутия).

Материалы и методы

Исследование было одобрено комитетом 

по этике ФБУН НИИ эпидемиологии и микро-

биологии имени Пастера (Санкт-Петербург). 

Все пациенты дали письменное информиро-

ванное согласие на участие в исследовании.

Материалом исследования служила плаз-

ма крови 60 пациентов с ХВГС из разных ре-

гионов Республики Саха (Якутия). Все паци-

енты удовлетворяли следующим критериям: 

положительные anti-HCV IgG; РНК ВГС по-

ложительная на протяжении по крайней мере 

6 месяцев, умеренная или высокая вирусная на-

грузка (более 100 000 МЕ/мл); отсутствие ВИЧ 

и/или HBV-коинфекции; возраст при регистра-

ции ХВГС старше 18 лет. Исследуемая группа 

включала 25 мужчин и 35 женщин в возрасте 

от 18 до 60 лет. Представлены национальности: 

32 саха, 3 эвенка, 1 бурят, 18 русских, 4 украин-

ца, 1 молдаванин и 1 белорус.

Образцы были получены из 16 различных 

городов и сельских районов республики (Нюр-

бинский, Томпонский, Амгинский, Верхоянский, 

Кангаласский, Ленский, Сунтарский, Хангалас-

ский, Чурапчинский, Вилюйский, Таттинский, 

Алданский районы; г. Якутск, г. Жа тай, г. Мир-

ный, г. Нерюнгри) (рис. 1).

Выделение РНК ВГС из образцов плазмы 

крови пациентов и обратную транскрипцию для 

получения кДНК проводили с использованием 

коммерческих наборов «АмплиПрайм Рибо-

преп» и «Реверта-L» (ФБУН ЦНИИЭ, Моск ва). 

Для ПЦР использовали перекрывающиеся пары 

праймеров, фланкирующих фрагмент NS5B ре-

гиона протяженностью 383 нуклеотида (нт), 

с 8256 нт по 8638 нт, согласно представленному 

в международной базе данных GenBank изоляту 

H77 (AF009606) [26].

Состав амплификационной смеси: 15 пмоль/л 

каждого олигопраймера, 1,0 ммоль/л каждого ну-

Рисунок 1. Районы сбора биологического материала на территории Якутии (отмечены темно-серым)
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клеозидтрифосфата, 6,7 ммоль/л MgCl2, 1 ед. ре-

комбинантной Taq ДНК-полимеразы (Fermentas), 

буфер для Taq ДНК-полимеразы (750 ммоль/л 

Трис-HCl, (рН 8,8), 200 ммоль/л (NH4)2SO4, 0,1% 

(v/v) твин 20), DMSO 10% от конечного объема, 

1 мкг матрицы, вода без нуклеаз до конечного 

объема 25 мкл. ПЦР проводили при следующих 

условиях: после денатурации при 95°С в течение 

5 мин устанавливали 35 циклов амплификации 

в режиме: 95°С — 20 с, 58°С — 20 с, 72°С — 90 с; 

затем финальная элонгация при 72°С — 5 мин. 

Качество ПЦР определяли визуально в 2% ага-

розном геле (120 В, 40 мин; 1 × TBE), окрашенном 

бромистым этидием.

Продукты первичной амплификации и сек-

венирующей реакции очищали по методике, 

рекомендованной для Qiaquick PCR Purification 

kit (Qiagen, Германия). Для анализа качества 

очищения осадок растворяли в 30 мкл ТЕ-

буфера и визуализировали в агарозном геле. 

Концентрацию НК измеряли на флюориметре 

Qubit 2.0 по стандартной методике, рекомендо-

ванной производителем. Очищенный фрагмент 

с концентрацией 50–100 нг использовали для 

постановки секвенирующих реакций с прямого 

и обратного праймеров с использованием набо-

ра Genome Lab DTCS-Quick Start Kit (Beckman 

Coulter Inc., США). Для анализа продукта сек-

венирующей реакции очищенный осадок рас-

творяли в SLS-буфере и помещали в генетичес-

кий анализатор GenomeLab GeXP (Beckman 

Coulter Inc., США).

Первичный анализ полученного фрагмента 

проводили с помощью программы NCBI Blast 

в сравнении с нуклеотидными последователь-

ностями, представленными в международной 

базе данных GenBank. Выравнивание нуклео-

тидных последовательностей проводили в про-

грамме MEGA версия 5, используя алгоритм 

ClustalW [23]. Для построения филогенетичес-

ких деревьев использовали метод UPGMA, 

bootstrap N = 500 [53].

Результаты и обсуждение

Для всех 60 образцов была получена нуклео-

тидная последовательность NS5B региона удов-

летворительного качества, пригодная для даль-

нейшего анализа.

Генотип и субтип были определены для всех 

образцов. На основании филогенетического 

анализа 60-ти изолятов показано, что среди 

обследованных больных ХВГС при умеренной 

и высокой вирусной нагрузке ВГС преобладает 

генотип 1 (88,3%) по сравнению с генотипом 2 

(6,7%) и 3 (3,2%). При этом наиболее распростра-

ненным субтипом является субтип 1b (87,7%). 

Остальные субтипы найдены в единичных слу-

чаях: 1а — 1,6%, 2а — 6,7%, 3а — 1,6%, 3g — 1,6%.

Распределение генотипов ВГС в географичес-

ких регионах Республики Саха (Якутия) пред-

ставлено на рисунке 2.

В целом показанное нами распределение 

субтипов 1b, 1a, 2a соответствует ранее опубли-

кованным данным, однако встречаемость суб-

типа 3a у больных ХВГС с умеренной и высокой 

вирусной нагрузкой значительно меньше, чем 

в популяции в целом [5]. Особый интерес пред-

ставляет ВГС субтип 3g, впервые выявленный 

на территории РФ.

Установлено, что половая принадлежность 

и национальность не являются значимыми 

факторами для распределения генотипов ВГС 

в Якутии, что согласуется с результатами дру-

гих исследований.

Несмотря на широкий временной спектр 

даты постановки диагноза ХВГС (ранние 

изоляты были идентифицированы как ВГС-

положительные в 1992–1995 гг., последние изо-

ляты — в 2011–2012 гг.), мы обнаружили низкую 

степень гетерогенности проанализированных 

штаммов ВГС. Филогенетический анализ пока-

зал, что некоторые из представленных штаммов 

ВГС циркулируют в различных районах Яку-

тии на протяжении нескольких десятилетий. 

В то же время показаны кластеры изолятов ВГС 

субтипа 1b, отличающиеся от изолятов выше-

упомянутого эпидемиологического спектра.

Для группы пациентов старше 40 лет (22 чело-

века) показано наличие только 1b субтипа ВГС. 

Примечательно, что в Западной Сибири гено-

тип 1 также преобладал в старшей возрастной 

группе — 75% среди пациентов 51–60 лет [47], 

в то время как для Уральского региона показано 

преобладание субтипа 1b среди лиц в возрасте 

от 15 до 27 лет. Преобладание субтипа 1b у боль-

ных ХВГС согласуется с результатами работ 

иностранных исследователей, показавших, что 

субтип 1b в основном распространяется через ин-

вазивные медицинские манипуляции, трансфу-

зиологические процедуры и другие внутриболь-

ничные пути передачи [54]. Следует отметить, 

что в нашем исследовании были представлены 

только пациенты с умеренной и высокой вирус-

ной нагрузкой. Полученные нами результаты 

о распространенности субтипа 1b согласуются 

с данными о связи высокого уровня виремии, 

большей длительности и тяжести течения забо-

левания печени у пациентов с наличием субтипа 

1b, а также преимущественном развитии ХВГС 

у больных с этим субтипом ВГС [9].

При анализе последовательностей группы 

изолятов субтипа 1b процент идентичности ну-

клеотидов составил 96,03±0,45%. При сравне-

нии фрагментов с представленными в GenBank 

последовательностями было показано очень 

близкое сходство (до 100% идентичности) не-

которых штаммов из Якутии со штаммами 
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из США, Бразилии и Ирландии (см. рис. 3). 

Очевидно, что причиной этого может являться 

сходная направленность мутаций в гипервариа-

бельной области NS5B.

Как известно, ВГС относится к вирусам с вы-

сокой частотой мутаций. Эти мутации направ-

лены прежде всего на ускользание вируса от им-

мунного ответа организма хозяина или действия 

противовирусных лекарственных средств. Таким 

образом, «окружающая среда» вирусов в раз-

ных регионах мира во многом оказывается схо-

жей; в особенности это касается возбудителей 

инфекции, для которых повсеместно применя-

ются стандартизированные схемы противови-

русной терапии. Микроэволюция вируса при-

водит к выявлению в разных странах крайне 

близких по нуклеотидному составу, особенно 

в гипервариабельных областях, изолятов, кото-

рые в действительности не имеют «родственных» 

связей. Филогенетический анализ при этом ука-

зывает на сходство эволюционных линий в разных 

регионах [55].

Относительно высокое сходство изучен-

ных нами изолятов с изолятами из США, 

а не России, обусловлено, скорее всего, не про-

исхождением штаммов из США, Ирландии 

или Японии, а низким уровнем представлен-

ности в международной базе данных Genbank 

штаммов, изолированных на территории РФ. 

Так, например, в международной базе данных 

Genbank, по состоянию на сентябрь 2015 г., де-

понированы более 50 000 последовательностей 

(или фрагментов последовательностей) вируса 

гепатита С из США, 1847 последовательностей 

из Швеции, в то время как со всей России, не-

смотря на обширность территорий и количество 

проживающих, представлена только 931 после-

довательность ВГС, что сопоставимо с объемом 

описанных изолятов из Бельгии (n = 720). Дан-

ное обстоятельство становится серьезной проб-

лемой для оценки распространенности геноти-

пов гепатита С и анализа эпидемиологической 

ситуации в России, странах бывшего Советско-

го Союза и географически близких регионах.

Рисунок 2. Дендрограмма, характеризующая филогенетические отношения изолятов ВГС, 

выделенных от пациентов с ХВГС из разных регионов Республики Саха (Якутия)
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Тесная связь распространенности тех или 

иных генотипов в различных группах (включая 

группы высокого риска) с выявленными путя-

ми передачи, а не с географической близостью 

показал Linqi Zhang и др. [32].

Особый интерес для эпидемиологов пред-

ставляют случаи семейного гепатита С. Высо-

кая степень сходства генома вируса поддержи-

вает гипотезу о возможной передаче ВГС внутри 

семейного очага, в том числе через совместное 

использование предметов личной гигиены [11]. 

В исследовании принимала участие супружес-

кая пара в возрасте старше 50 лет, проживаю-

щая в г. Якутске. Оба пациента с ХВГС и высо-

кой вирусной нагрузкой инфицированы ВГС 

субтипа 1b. Однако эти штаммы существенно 

отличаются друг от друга: процент идентично-

сти нуклеотидной последовательности соста-

вил всего 92% (рис. 4).

Низкий процент сходства нуклеотидной по-

следовательности позволяет предположить, что 

партнеры были инфицированы разными изо-

лятами вируса из разных источников. Зараже-

ние партнеров разными штаммами — случай 

редкий, требующий дальнейшего более глу-

бокого изучения, однако не исключительный. 

Известны, например, две семейные пары, у ко-

торых процент идентичности нуклеотидной 

последовательности составлял 70,1% (генотипы 

2b/1b) и 82,2% (1b/1а) соответственно [12].

В нашем исследовании субтип 2а ВГС соста-

вил 6,7%. Мы выявили две группы пациентов 

с генотипом 2а. Процент нуклеотидной иден-

тичности между группами составил 98±0,27%, 

что, несмотря на территориальное деление, 

позволяет предположить общий источник ин-

фекции. Субтип 2а ВГС не характерен для Яку-

тии, и определение потенциального источника 

его происхождения представляется значимым 

для выявления путей распространения виру-

са. На рис. 5 показано сравнение NS5B области 

изолятов, выделенных от пациентов из Якутии, 

с представленными в международной базе дан-

ных GenBank последовательностями из других 

областей РФ и с наиболее сходными последо-

вательностями из других стран. Очевидна тес-

ная связь изолятов из Якутии с изолятами ВГС 

субтипа 2a, найденными в Китае. Учитывая 

обширные торгово-экономические отношения 

Якутии со странами Восточной Азии, нельзя 

исключить сравнительно недавний завоз этих 

изолятов.

Наиболее редким в нашем исследовании 

оказался ВГС генотип 3 (3,2%).

Ранее для Якутии была показана высокая 

распространенность ВГС генотипа 3 субти-

па 3a. Так, например, в 2000 г. частота встреча-

емости ВГС субтипа 3a составила 16%, а среди 

лиц, употребляющих наркотики, субтип 3a яв-

Рисунок 3. Дендрограмма, характеризующая 

филогенетические отношения изолятов ВГС 

субтипа 1b, выделенных от пациентов с ХВГС 

из разных регионов Якутии, в сравнении 

с представленными в международной базе 

данных GenBank последовательностями 

максимально идентичных штаммов ВГС 

из других регионов России и зарубежных стран
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лялся преобладающим [1]. Некоторые штаммы 

генотипа 3 (субтипы 3а и 3b) распространились 

по всему миру в основном за счет передачи че-

рез потребителей инъекционных наркотиков, 

а также завозились инфицированными ми-

грантами в Россию, Европу и Северную Аме-

рику. Соответственно, субтипы 3а в Европе 

и России могут существенно отличаться от суб-

типов 3а в Средней Азии и в Индостане. В дан-

ном исследовании было выявлено только два 

изолята генотипа 3. Так как мы исследовали 

группу больных ХВГС с умеренной и высокой 

вирусной нагрузкой, низкая встречаемость ге-

нотипа 3 ВГС в данной группе не противоречит 

вышеизложенным данным. Однако нуклео-

тидная последовательность наших изолятов 

отличается от представленных в базе данных 

изолятов, выявленных на территории РФ ра-

нее, и изолятов из других стран (максимальный 

процент нуклеотидной идентичности составил 

97%) (рис. 6).

Можно предположить, что обнаруженный 

в данном исследовании изолят ВГС субтипа 3а 

импортирован из стран Индостана или других 

стран Южной и Средней Азии, где эволюция 

и эпидемиология гепатита С могут отличаться 

от тех, что представлены в европейских странах.

Тем не менее, процент идентичности нуклео-

тидной последовательности между изолятом 

№ 157 и штаммом GQ388011.1 из Новосибирска 

составил 91%. Поскольку, как уже было упомя-

нуто, нуклеотидные последовательности ВГС 

из России слабо представлены в международ-

ной базе данных, разница между ними, равная 

9%, для таких крупных регионов не является 

сущест венной. Масштабный скрининг ВГС 

в Российской Федерации позволило бы оценить 

пути распространения и время эволюционного 

разделения изолятов вируса.

Особенный интерес представляет впервые 

выявленный на территории РФ ВГС субтип 3g. 

Выбранная нами для генотипирования область 

Рисунок 4. Сравнение нуклеотидных последовательностей NS5B области ВГС изолятов, 

выделенных от супружеской пары (жена — образец № 286, муж — образец № 287)

Рисунок 5. Дендрограмма, характеризующая филогенетические отношения изолятов ВГС субтипа 2a, 

выделенных от пациентов с ХВГС из разных регионов Якутии, в сравнении с представленными 

в международной базе данных последовательностями максимально идентичных штаммов ВГС 

из РФ, Китая и Японии
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NS5B охватывает достаточно обширный фраг-

мент серединного гипервариабельного участка 

гена NS5B для обеспечения правильной иденти-

фикации субтипов выделенных нами штаммов.

Максимальный процент идентичности вы-

явленного изолята субтипа 3g составил 97 

и 100% с представленными в международной 

базе данных штаммами от пациентов, иммигри-

ровавших из Пакистана (EF116087.1) и Ливана 

(JF735123.1), проживающих в Канаде (рис. 7).

Ранее на территории Якутии выявляли ге-

нотип 4 ВГС, который также не характерен для 

этого региона [52]. Генотип 4 ВГС приобрета-

ет все большую распространенность в Европе, 

включая не только страны южной и восточной 

Европы, но и территории, не имеющие общих 

границ со странами, эндемичными по ВГС.

В целом, анализ эпидемиологической ситуа-

ции по ВГС показывает высокую изменчивость 

генотипов и их распространенность по всей 

Европе, в Канаде и в Израиле и зависимость 

от иммиграционных волн. Так, например, в Ни-

дерландах на основании филогенетического 

анализа NS5B области были выявлены три раз-

личных кластера с конкретными эпидемиоло-

гическими профилями: египетские иммигран-

ты, голландские пациенты с употреблением 

инъекционных наркотиков в анамнезе и гомо-

сексуалисты [13].

Инфекции ВГС, приобретенные в энде-

мичных странах, могут быть четко определены 

на основании анализа нуклеотидной последо-

вательности. Мы предполагаем, что выявлен-

ный изолят ВГС субтипа 3g импортирован срав-

нительно недавно и происходит из арабских 

стран. При сборе эпиданамнеза было выясне-

но, что пациент является одиноким активным 

мужчиной, приверженцем путешествий в за-

Рисунок 6. Дендрограмма, характеризующая филогенетические отношения изолята ВГС 

субтипа 3a, выделенного от пациента с ХВГС из Хангаласского региона Якутии, в сравнении 

с представленными в международной базе данных Genbank последовательностями максимально 

идентичных штаммов ВГС из РФ и других стран
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рубежные страны, в том числе в экзотические. 

Вероятнее всего, заражение произошло в одной 

из стран арабского региона. Данное обстоятель-

ство демонстрирует необходимость пристально-

го наблюдения отечественных эпидемиологов 

и инфекционистов за эпидемиологической си-

туацией не только в РФ, но и в других странах.

Таким образом, становятся очевидными 

причины, по которым необходимо масштабное 

скринирование изолятов ВГС в Российской Фе-

дерации с использованием прямого секвениро-

вания последовательностей.

Выявление 3g субтипа ВГС в нашем иссле-

довании и генотипа 4 в другом исследовании, 

проведенном среди пациентов с ХВГС из Яку-

тии, показывает, что на территории РФ могут 

встречаться редкие и экзотические субтипы 

ВГС, которые не определяются коммерческими 

наборами. Таким образом, эпидемиологичес-

кая картина в регионах оказывается неполной.

Генотипирование с использованием прямо-

го секвенирования позволяет точно определить 

субтип генотипа ВГС, независимо от ограниче-

ний, свойственных для коммерческих наборов.

Для установления способа заражения и оцен-

ки распространенности инфекции необходим 

филогенетический анализ вируса, что не пред-

ставляется возможным без использования пря-

мого секвенирования изолятов.

Исследование распределения генотипов часто 

проводятся в крупных городах, таких как Моск-

ва, Санкт-Петербург и Новосибирск. Однако рас-

пределение генотипов ВГС в крупных городах 

мо жет существенно отличаться от распределения 

генотипов ВГС в различных регионах РФ.

Использование комплекса молекулярных, 

вирусологических, демографических и эпиде-

миологических методов будет способствовать 

пониманию текущей эпидемиологической си-

туации по ВГС в России.

Систематическое применение молекуляр-

ной филогенетики может быть использовано 

для повышения качества надзора и выявления 

новых инфекционных кластеров.

Рисунок 7. Дендрограмма, характеризующая филогенетические отношения изолята ВГС субтипа 

3g, выделенного от пациента с ХВГС из Якутска, в сравнении с представленными в международной 

базе данных Genbank последовательностями максимально идентичных штаммов ВГС из РФ 

и других стран
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СПОСОБ ОТБОРА ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИ 

БЛИЗКИХ ШТАММОВ YERSINIA PESTIS, 

ОТЛИЧАЮЩИХСЯ ПО ВИРУЛЕНТНОСТИ 

ДЛЯ МОРСКИХ СВИНОК

Н.В. Анисимов, Т.И. Комбарова, М.Е. Платонов, С.А. Иванов, М.А. Сухова, 

С.В. Дентовская, А.П. Анисимов

ФБУН Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии Роспотребнадзора, п. Оболенск, 

Московская область, Россия

Резюме. Сравнительный анализ близкородственных вирулентных и авирулентных штаммов микроорганизмов 

на уровне геномов, транскриптомов и/или протеомов лежит в основе поиска новых факторов патогенности — 

потенциальных молекулярных мишеней для этиотропного лечения, вакцинопрофилактики и иммунотера-

пии инфекционных болезней. Целью настоящей работы была апробация способа анимализации «полевочьих» 

штаммов чумного микроба, авирулентных для морских свинок при подкожном заражении, позволяющего ото-

брать филогенетически близкие пары штаммов, которые отличаются по степени патогенности для морских 

свинок. Анимализацию культур Y. pestis проводили на самцах морских свинок четырехкратными тестикуляр-

ными пассажами со снижением инфицирующей дозы. Отсутствовала взаимосвязь между способностью вызы-

вать генерализованный инфекционный процесс (гибель) при тестикулярном и подкожном заражении морских 

свинок, но при тестикулярном пассировании в культуре бактерий было возможно накопление субпопуляции, 

обладающей высокой вирулентностью и при подкожном заражении этого вида животных. Использованный 

методический подход может быть успешно применен для подбора филогенетически близких пар бактериаль-

ных штаммов, принципиально отличающихся по степени их избирательной вирулентности.

Ключевые слова: Yersinia pestis, полевочьи штаммы, избирательная вирулентность, морские свинки, анимализация, 

тестикулярные пассажи.

SELECTION OF PHYLOGENETICALLY CLOSELY-RELATED YERSINIA PESTIS STRAINS DIFFERING 

IN THEIR VIRULENCE FOR GUINEA PIGS

Anisimov N.V., Kombarova T.I., Platonov M.E., Ivanov S.A., Sukhova M.A., Dentovskaya S.V., Anisimov A.P.

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, Russian Federation

Abstract. Genomic, transcriptome or (and) proteomic comparison of closely related virulent and avirulent microbial strains un-

derlies the search for new pathogenicity factors, potential molecular targets for etiotropic therapy, vaccine prevention and immu-

notherapy of infectious diseases. This investigation was aimed in testing the ability of method of testicular animalization to select 
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phylogenetically close pairs of Y. pestis strains, which dramatically differ in their pathogenicity for guinea pigs, from the popula-

tions of as a rule subcutaneously avirulent for guinea pigs “vole” strains of the plague pathogen. Animalization of Y. pestis cultures 

were performed on guinea pig males by fourfold testicular passage with reducing infective dose. There was no correlation between 

the ability to cause generalized infectious process (death) after testicular and subcutaneous infection of guinea pigs, but testicular 

passages made it possible to enrich bacterial culture with a portion of microbes displaying high virulence after subcutaneous infec-

tion of this animal species. The methodical approach under study can be successfully applied for selection of pairs of phylogeneti-

cally closely related bacterial strains, dramatically differing in their degrees of selective virulence.

Key words: Yersinia pestis, vole strains, selective virulence, guinea pigs, animalization, testicular passage.

Введение

Сравнительный анализ вирулентных и авиру-

лентных штаммов (в идеале изогенных или хотя 

бы из одного клонального кластера) на уровне 

геномов, транскриптомов и/или протеомов ле-

жит в основе современных подходов, направ-

ленных на изучение молекулярных механизмов 

патогенеза инфекционных болезней и поиск 

новых факторов патогенности болезнетворных 

микробов — потенциальных молекулярных 

мишеней для этиотропного лечения, вакцино-

профилактики и иммунотерапии [4]. Классиче-

ской моделью при изучении взаимоотношений 

бактериальных патогенов с организмом хозяина 

является возбудитель чумы — Yersinia pestis [8]. 

Внутривидовая изменчивость привела к фор-

мированию широкого спектра внутривидовых 

групп (биоваров, подвидов, экотипов, плазми-

доваров, генотипов и т.д.) Y. pestis, адаптирован-

ных к циркуляции в популяциях более 200 ви-

дов диких грызунов и отличающихся по спектру 

чувствительных к ним млекопитающих и по ви-

рулентности. «Классические» штаммы чумного 

микроба основного подвида, циркулирующие 

в популяциях сурков, сусликов, песчанок, крыс, 

морских свинок и луговых собачек, обладают, 

как правило, «универсальной» вирулентностью, 

вызывая летальную инфекцию как у мелких 

грызунов, так и у людей. Штаммы же Y. pestis, 
выделенные из популяций различных видов по-

левок, высоковирулентны для своих основных 

хозяев и лабораторных мышей, но, за редким ис-

ключением, авирулентны для морских свинок 

и человека [9]. Незначительное число полевочьих 

изолятов, циркулирующих в тех же географичес-

ких регионах, что и штаммы с избирательной 

вирулентностью, сохранили высокую вирулент-

ность для морских свинок (LD50 от 10 до 102 КОЕ). 

Так, несмотря на филогенетическую близость, 

изоляты Y. pestis, выделенные из Ленинаканско-

го горного очага, были более вирулентными для 

морских свинок, чем штаммы из Занзегурско-

Карабахского очага [3]. Сравнение на полноге-

номном, транскриптомном и/или протеомном 

уровне филогенетически близких штаммов воз-

будителя чумы, принципиально отличающихся 

по своей вирулентности в отношении морских 

свинок (человека?), предоставляет возможность 

выявления новых потенциальных молекуляр-

ных мишеней (факторов патогенности?) для 

специфической профилактики и/или терапии 

чумы. В настоящей публикации представлен 

апробированный нами способ анимализации 

штаммов Y. pestis, позволяющий отобрать фило-

генетически близкие штаммы чумного микроба, 

отличающиеся по вирулентности для морских 

свинок.

Материалы и методы

В работе использовали 60 штаммов Y. pestis 
subsp. microtus из Государственной коллекции па-

тогенных микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск», 

310 беспородных белых мышей обоего пола 

(19±2 г), разведенных в ГНЦ ПМБ, и 109 беспо-

родных морских свинок обоего пола (225±25 г) 

из питомника филиала «Андреевка» ФГБУН 

НЦБМТ ФМБА России, Солнечногорский рай-

он, п. Андреевка (Московская область). Штам-

мы для заражения лабораторных животных 

выращивали в течение 48 ч при температуре 

28°С на агаре Хоттингера производства ФБУН 

ГНЦ ПМБ. Генотипирование изолятов чумного 

микроба проводили как описано ранее [10].

Выбор штаммов для тестикулярной анимали-

зации [2] проводили путем подкожного зараже-

ния двухсуточной культурой каждого из изолятов 

четырех беспородных белых мышей (по две мыши 

на дозы 100 и 1000 КОЕ в объеме 0,1 мл). В после-

дующие эксперименты брали культуры, выделен-

ные от животных, павших от меньшей дозы в наи-

более ранние сроки (время наблюдения 10 сут) 

в группах, где погибли все четыре мыши. Тести-

кулярные пассажи проводили четырехкратно 

со снижением инфицирующей дозы после двух 

раундов анимализации с 109 до 108 КОЕ (в объеме 

0,1 мл). Непосредственно перед тестикулярным 

заражением проводили анестезию 0,2% раство-

ром «Рометара» (Bioveta, Чехия). Раствор вводи-

ли в объеме 0,5 мл подкожно, в паховую складку. 

Если животные не погибали в течение четырех 

суток, их умерщвляли. Для последующих пас-

сажей брали культуры, выделенные из органов 

(мозг или селезенка), удаленных от места введе-

ния бактерий.

Оценку величин LD50 проводили при под-

кожном заражении беспородных белых мышей 

и морских свинок 10-кратными разведениями 

28-градусных культур Y. pestis в изотоническом 
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растворе NaCl в объеме 0,1 мл на животное. Бра-

ли по четыре животных на одну дозу. Для мышей 

диапазон заражающих доз составил 103–1 КОЕ, 

а для морских свинок — 106–10 КОЕ. Погибших 

животных вскрывали и подвергали бактериоло-

гическому исследованию. За оставшимися жи-

вотными наблюдали 21 день, затем умерщвляли. 

Вычисление величин LD50 проводили по методу 

Kärber [5].

Результаты и обсуждение

Известно, что во время многолетнего кол-

лекционного хранения штаммы патогенных 

бактерий часто утрачивают целый ряд при-

знаков, описанных при выделении. В первую 

очередь, это касается снижения в популяции 

доли микробных клеток, сохранивших виру-

лентность на исходном уровне. Большинство 

«полевочьих» штаммов, хранящихся в «ГКПМ-

Оболенск», выделены до распада СССР в при-

родных очагах чумы, расположенных вне тер-

ритории РФ [3]. Получение свежих изолятов 

микроорганизмов первой группы патогенности 

из-за рубежа практически невозможно в силу 

политических причин.

Показано, что при подкожном введении мор-

ским свинкам в одном шприце смеси вирулент-

ных и авирулентных бактерий чумного микро-

ба, при содержании в смеси первых менее 1/1000, 

возможно развитие так называемого «феномена 

переживания» Н.Н. Гинсбурга [1], при кото-

ром процесс в организме животного протекает 

не как инфекционный, а как вакцинальный: 

накопления вирулентных бактерий не проис-

ходит. В связи с этим было решено использовать 

методический подход, применяемый для повы-

шения остаточной вирулентности/иммуноген-

ности вакцинного штамма чумного микроба 

[2], последовательные тестикулярные пассажи 

микробной культуры через организм морской 

свинки. Гемато-тестикулярный барьер препят-

ствует попаданию дифференцирующихся поло-

вых клеток в кровь и в лимфу, то есть развитию 

аутоиммунной реакции [12] и, соответственно, 

защищает введенные внутритестикулярно бак-

терии от иммунной системы хозяина, позволяя 

именно вирулентным клеткам размножаться 

с опережением, накапливаться и вызывать гене-

рализованную инфекцию.

Предварительно вирулентность 60 коллекци-

онных штаммов Y. pestis subsp. microtus (54 штам-

ма bv. caucasica и 6 штаммов bv. ulegeica) оцени-

вали на модели беспородных белых мышей, 

что поз волило отобрать 13 высоковирулентных 

штаммов чумного микроба (9 — bv. caucasica 

и 4 — bv. ulegeica), подкожное введение которых 

привело к гибели в более ранние сроки всех ин-

фицированных животных.

Анализ данных о способности штаммов чум-

ного микроба вызывать после тестикулярного 

введения генерализацию инфекции и гибель 

морских свинок, а также изучения тяжести па-

томорфологических изменений при чумной ин-

фекции послужили основой для выбора штам-

мов для дальнейших исследований. У морских 

свинок, использованных для пассажей, наблю-

дали сходную патоморфологическую картину 

независимо от принадлежности заражающего 

штамма к биовару caucasica или ulegeica. У жи-

вотных, павших на 1–2 сут после заражения, 

отмечали увеличение в размерах регионарных 

лимфатичес ких узлов с геморрагической ин-

фильтрацией; увеличение в размерах и полно-

кровие печени и селезенки. При гибели жи-

вотных на 3–4 сут или при эвтаназии на 4 сут 

преобладали некротические изменения. Штам-

мы bv. ulegeica И-3189 и bv. caucasica С-290 после 

тестикулярных заражений вызывали гибель 

морских свинок на 1–4 сут и были отобраны как 

потенциально высоковирулентные. Остальные 

штаммы, требующие эвтаназии животных при 

пассировании, рассматривали в качестве ави-

рулентных штаммов сравнения. Два штамма 

bv. ulegeica: И-2422, И-3189 и три — bv. caucasica: 

С-290, С-824, С-590 использовали для сравни-

тельного определения вирулентности.

Величины LD50 для всех штаммов при подкож-

ном заражении мышей не превышали 10 КОЕ. 

Для морских свинок оказался вирулентным 

только штамм bv. ulegeica И-3189 (LD50 = 68 (17–

271) КОЕ). Величины LD50 всех остальных 

штаммов (И-2422, С-290, С-824, С-590), включая 

суб культуру штамма И-3189, взятую до тестику-

лярных пассажей, превышали максимальную 

из использованных для подкожного заражения 

морских свинок дозу — 106 КОЕ. Таким обра-

зом, отсутствовала прямая зависимость между 

способностью вызывать генерализованный ин-

фекционный процесс (гибель) при тестикуляр-

ном и подкожном заражении морских свинок, 

но при тестикулярном пассировании в культу-

ре бактерий было возможно накопление субпо-

пуляции, обладающей высокой вирулентнос-

тью и при подкожном заражении этого вида 

животных.

Использованный методический подход, за-

ключающийся в анимализации путем после до-

вательных тестикулярных пассажей, как пра-

вило, авирулентных для морских свинок при 

подкожном заражении «полевочьих» штаммов 

чумного микроба, может быть успешно при-

менен для дифференциации бактериальных 

культур чумного микроба по степени их изби-

рательной вирулентности. Отобранные в этих 

экспериментах филогенетически близкие пары 

штаммов Y. pestis, отличающихся по степени 

патогенности для морских свинок, будут под-

вергнуты полногеномному сиквенсу и проте-

омному анализу с целью идентифи кации фак-

торов избирательной вирулентности чумного 

микроба.
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АГРЕГАЦИЯ БАКТЕРИЙ KLEBSIELLA OXYTOCA 

И KLEBSIELLA PNEUMONIAE ПОД ВЛИЯНИЕМ 

ХИМИЧЕСКОГО ФАКТОРА

Г.Р. Садртдинова

Ульяновская государственная сельскохозяйственная академия им. П.А. Столыпина, Ульяновская область, Россия

Резюме. В статье подтверждается факт образования бактериальных биопленок у штаммов бактерий вида 

Klebsiella oxytoca и Klebsiella pneumoniae при росте в жидких средах под действием негативного фактора (хи-

мического) — дезинфицирующего кислородосодержащего средства. Биопленки, как сообщества микроор-

ганизмов, вызывают многие хронические инфекции (менингит, воспалительные заболевания полости рта, 

урогенитальные инфекции) и создают проблемы в промышленности (обрастания различного технологичес-

кого оборудования, корпусов судов, нефтяных платформ, биокоррозия металлических изделий). Обычные 

дезинфицирующие средства, такие как хлор и хлорит натрия, не могут удалить биопленку, поэтому поиск 

эффективного средства борьбы с ними является достаточно актуальным направлением. Различные бакте-

рицидные средства малоэффективны в борьбе с биопленками, так как бактерии вырабатывают большое ко-

личество полисахаридов — веществ, помогающих колонии не распадаться. Слой полисахаридов служит ба-

рьером для веществ, находящихся в воде, в том числе и для биоцидов. Это и является основной причиной 

выживания микроорганизмов даже в условиях сильного хлорирования воды. При проведении исследований 

учитывались последние данные по  проблеме, а именно работы о негативном воздействии кислорода на рост 

бактериальных клеток и его направляющем действии в качестве фактора образования биопленок. Влияю-

щим фактором выступил дезинфектант последнего поколения. Рабочие концентрации были представлены 

в трех вариантах. Число изучаемых штаммов — 6 (по 3 штамма каждого вида). Все штаммы получены из му-

зея кафедры МВЭиВСЭ Ульяновской ГСХА им. П.А. Столыпина. В процессе исследования нами был под-

твержден феномен образования биопленочного сообщества, отмечены различия образования биопленки 

в зависимости от интенсивности (в данном случае концентрации) провоцирующего фактора и вида бактерии. 

В естественных условиях биопленка легко разрушалась механическим воздействием (встряхивание пробирки 

со средой). Восстановления биопленки после данной манипуляции не наблюдалось. Результаты дальнейшего 

исследования на плотной среде (мясо-пептонном агаре) и последующая окраска мазков простым красителем 

(по Граму) факта гибели бактериальных клеток не подтвердили. Во всех случаях наблюдался бактериальный 

рост, характерный для данных видов бактерий. Исследования проводились в 2015 г. на базе Научно-исследо-

вательского инновационного центра по микробиологии и биотехнологии (г. Ульяновск) и при финансовой 

поддержке Фонда содействия развитию малых форм предприятий в научно-технической сфере.

Ключевые слова: бактерия, сообщества, агрегация, химический фактор, дезинфектант, биопленка.
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THE AGGREGATION OF BACTERIA KLEBSIELLA OXYTOCA AND KLEBSIELLA PNEUMONIAE UNDER 

THE INFLUENCE OF CHEMICAL FACTOR

Sadrtdinova G.R.

Ulyanovsk State Agricultural Academy named after P.A. Stolypin, Ulyanovsk, Russian Federation

Abstract. The article acknowledges the formation of bacterial biofilms in strains of bacteria species Klebsiella oxytoca 

and Klebsiella pneumoniae when grown in liquid media under the influence of negative factors (chemical factor) — 

containing agents. Biofilms, as a community of microorganisms cause many chronic infections (meningitis, 

inflammatory diseases of the oral cavity, urogenital infections) and create problems in the industry (fouling 

of processing equipment, ship hulls, oil platforms, biocorrosion metal products). Ordinary disinfectants, such as 

chlorine and sodium chlorite, can not remove the biofilm, so finding an effective means of dealing with them 

is enough actual problem. Various antibacterial agents are ineffective in combating biofilms, since bacteria produce 

large amounts of polysaccharides — substances that help the colony stay without disintegration. Polysaccharide 

serves as a barrier layer for substances in water, including for biocides. This is the main reason for the survival 

of microorganisms even in the heavily chlorinated water. In the study the latest data took into account on the 

subject, especially concerning adverse effects of oxygen on the growth of bacterial cells and directs action as a factor 

in the formation of biofilms. In our study we analyzed the latest generation disinfectant as an influencing factor. 

Working concentrations were shown in three embodiments. The number of strains studied was 6 (3 strains of each 

species). All strains were obtained from the Department of Museum MVE and VSE Ulyanovsk State Agricultural 

Academy n.a. P.A. Stolypin. In our research the biofilm community formation phenomenon has been confirmed, 

marked differences in biofilm formation, depending on the intensity (in this case, concentration) of the promoter 

and bacteria species. In vivo biofilm is easily destroyed by mechanical action (shaking test tubes with the medium). 

Biofilm recovery after this manipulation was not observed. The results of further studies on solid medium (meat-

peptone agar) and the color smear simple dye (Gram) into the death of the bacterial cells have not been confirmed. 

In all cases, bacterial growth was observed, characteristic of these types of bacteria. The studies were conducted 

in 2015 on the basis of the Research Innovation Center of Microbiology and Biotechnology (Ulyanovsk) and 

with the financial support of the Foundation for Assistance to Small Innovative Enterprises in the scientific and 

technical sphere.

Key words: bacterium, community, aggregation, chemical agent, disinfectant, biofilm.

Введение

Биопленки — пространственно и метаболи-

чески структурированные сообщества микро-

организмов, заключенные во внеклеточный 

полимерный матрикс и расположенные на гра-

нице раздела фаз [2]. В природе около 99% 

микроорганизмов живут в составе биопленок. 

С практической точки зрения, наибольшую 

опасность представляют биопленки, вызыва-

ющие хронические инфекции и биокоррозию 

металлических изделий. По данным центра 

контроля заболеваний США, 65% всех инфек-

ций обусловлены формированием в организ-

ме биопленок [6]. Они могут образовываться 

на всех внедряемых в организм человека меди-

цинских устройствах (катетерах, ортопедичес-

ких имплантатах). Наибольший интерес для 

исследователей представляют: Staphylococcus 

aureus и другие виды стафилококков, вызываю-

щие широкий спектр заболеваний; Klebsiella 

pneumonia и Klebsiella oxytoca; Escherichia coli.

Биопленки могут образовываться на грани-

цах «жидкость (водная фаза)–воздух», «твер-

дое тело–жидкость», «твердое тело–воздух» 

и «жидкость–жидкость (две несмешивающие-

ся жидкости)». Многими авторами выска-

зывается предположение, что рост бактерий 

в форме биопленок является формой ответа 

на разнообразные стрессы. Сейчас существует 

гипотеза, что бактерии в биопленках не толь-

ко лучше переносят неблагоприятные воз-

действия внешней среды, но — более того — 

стрессовые условия стимулируют образование 

биопленок. Так, на P. putida и некоторых дру-

гих видах грамотрицательных бактерий было 

показано, что такие неблагоприятные факто-

ры как повышенная осмолярность, высокая 

температура и другие, стимулируют образо-

вание во внешней мембране мелких везикул 

[4]. Эти везикулы обогащены насыщенными 

жирными кислотами (особенно стеаратом); их 

образование делает поверхность клетки более 

гидрофобной, и, как следствие, повышается 

способность к адгезии клеток на твердые по-

верхности. Таким образом, появляется все 

больше доказательств большой способности 

бактерий приспособляться к негативному воз-

действию окружающей среды (причем всевоз-

можных вариантов этого воздействия), что 
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дает повод ученым и медикам задуматься над 

привычными способами борьбы с бактериями 

и их усовершенствованием.

Одним из факторов окружающей среды, 

способным негативно влиять на рост бакте-

риальных клеток, является кислород. Актив-

ные формы кислорода (АФК), индуцирующие 

окислительный стресс, способны повышать 

частоту мутаций в клетках, повышая, в част-

ности, чувствительность к антибиотикам. 

На примере S. aureus было показано, что для 

защиты от действия АФК повышался уровень 

экспрессии генов sodA (супероксиддисмутаза) 

и qoxA (субъединица хинолоксидазы), кото-

рые, ликвидируя АФК, снижали частоту неже-

лательных мутаций. Однако окислительный 

стресс может служить и сигналом к включе-

нию некоторых функций в биопленке. Так, 

у того же S. aureus имеются белки MgrA, SarZ, 

и SarA семейства MarR, которые используют 

окисление цистеина для регулирования ви-

рулентности и устойчивости к антибиотикам 

[3]. Помимо этого, у S. epidermidis был описан 

транскрипционный фактор AbfR, который 

регулирует экспрессию генов, ответственных 

за реакцию на окислительный стресс, а так-

же коагрегацию клеток и формирование био-

пленки [6].

Цель исследования состояла в изучении 

влияния химического агента на процесс обра-

зования биопленок у бактерий рода Klebsiella.

Материалы и методы

Работа проводилось на базе Научно-иссле-

довательского инновационного центра по мик-

робиологии и биотехнологии (НИИЦМиБ, 

г. Ульяновск) в 2015 г. Объектом исследова-

ния служили штаммы бактерий рода Klebsiella. 

Влияющим фактором выступил кислородо-

содержащий дезинфектант последнего поко-

ления. Бактерии рода Klebsiella хорошо растут 

на простых питательных средах, в том числе 

и мясо-пептонном бульоне (МПБ) в пределах 

12–43°С (оптимальной температурой роста яв-

ляется предел 35–37°С). В жидких средах рост 

капсульных вариантов сопровождается равно-

мерным помутнением, слизистым осадком 

и пленкой на поверхности бульона. Бескап-

сульные R-формы бактерий образуют грану-

лированный осадок с чистой и незамутненной 

надосадочной жидкостью. Культивирование 

бактерий на МПБ приводит к образованию 

пристеночного кольца. У фимбриеобразую-

щих штаммов в течение нескольких дней 

на поверхности МПБ образуется поверхност-

ная пленка [1, 5].

Культивирование проводили в течение 20 ч 

при 37°С. В качестве контроля использовали 

посевы изучаемых культур на МПБ.

Результаты

Результаты проведенных исследований пред-

ставлены в таблице 1 и на рисунке 1 (см. II об-

ложку).

Согласно последним исследованиям, па-

губное влияние на бактерии большинство 

дезинфектантов оказывают при концентра-

ции 1,5%. Из данных таблицы 1 видно, что 

при концентрации химического агента в 2% 

во всех случаях видимого бактериального рос-

та в пробирках не наблюдалось, что на пер-

вый взгляд может говорить о полной гибели 

бактериальных клеток. При концентрации 

в 0,5 и 1%, у всех штаммов бактерии Klebsiella 

ТАБЛИЦА 1. РОСТ БАКТЕРИЙ РОДА KLEBSIELLA НА МПБ ПРИ ОБРАБОТКЕ ПОСЕВОВ 

ДЕЗИНФЕКТАНТОМ

Исследуемые штаммы

Концентрация химического агента, %

Контроль

0,5 1 2

Klebsiella pneumoniae 5006

Помутнение по всему 
объему пробирки, 
образование пленки 
на разделе фаз 
«жидкость–воздух»

Помутнение по всему 
объему пробирки, 
образование пленки 
на разделе фаз 
«жидкость–воздух»

Прозрачный бульон, 
пристеночного или 
придонного роста 
не наблюдается

Помутнение 
по всему объему 
пробирки, 
образование 
пристеночного 
кольца

Klebsiella pneumoniae 5007

Klebsiella pneumoniae 244

Klebsiella oxytoca 1
Прозрачный бульон, 
пристеночного или 
придонного роста 
не наблюдается

Помутнение 
по всему объему 
пробирки, 
образование 
сгустка на дне

Klebsiella oxytoca 2

Klebsiella oxytoca 3
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pneumoniae (Klebsiella pneumoniae 5006, Klebsiella 

pneumoniae 5007, Klebsiella pneumoniae 244), по-

мимо помутнения среды, наблюдалось обра-

зование достаточно хорошо видимой и плот-

ной пленки.

У Klebsiella oxytoca 1, Klebsiella oxytoca 2, Kleb-

siella oxytoca 3 при концентрации в 0,5% также 

наблюдалось помутнение среды и образование 

видимой, но, по сравнению с предыдущими 

штаммами, менее плотной пленки. При кон-

центрации в 1% у Klebsiella oxytoca 1, Klebsiella 

oxytoca 2, Klebsiella oxytoca 3 видимых измене-

ний на среде не фиксировалось.

Для того, чтобы убедиться в наличии или 

отсутствии бактериальных клеток после взаи-

модействия с химическим агентом, нами был 

произведен посев культур из пробирок на мя-

со-пептонный агар (МПА) сплошным газо-

ном. Культивирование на МПА производили 

в течение суток при 37°С. Параллельно, в ка-

честве контроля, был произведен посев изу-

чаемых штаммов (без обработки химическим 

агентом) на МПА. Результаты исследования 

представлены в таблице 2.

Данные таблицы 2 не подтверждают пер-

воначальных выводов об отсутствии бакте-

риальных клеток при росте на МБП после 

воздействия химическим агентом. Но стоит 

отметить, что на всех чашках наблюдался бак-

териальный рост, отличный от роста бактерии 

на контрольной чашке (рис. 2, II обложка).

Для подтверждения биопленочной природы 

уплотнения, образованного на МПБ при раз-

деле фаз «жидкость–воздух», была проведена 

окраска образованных в пробирках бляшек 0,1% 

раствором генцианвиолета в течение 20 мин 

(рис. 3, II обложка). Окраска генцианвиолетом 

образованных бляшек на поверхности МПБ 

пос ле воздействия химическим агентом дает от-

личную от обычной окраски по Граму единич-

ной колонии (контроль) картину.

Окраска мазков позволяет найти отли-

чия в расположении клеток бактерии. Так, 

в первом случае наблюдается скопление бак-

териальных клеток, характеризующихся как 

плотнорасположенные. Во втором случае от-

мечается классический вариант расположе-

ния клеток бактерии Klebsiella — прямые гра-

мотрицательные палочки, располагающиеся 

одиночно и парами.

Обсуждение

Проведенное нами исследование позво-

ляет делать выводы о том, что под действи-

ем негативного фактора в виде химического 

агента, бактерии рода Klebsiella способны 

к образованию биопленок. Биопленки, обра-

зованные в данных условиях, визуально фик-

сируются при росте в жидкой среде (в данном 

случае в МПБ). Образованные биопленки 

характеризуются средней плотности консис-

тенцией, желто-бежевым цветом. При меха-

ническом воздействии (помешивании) био-

пленка разрушается без самопроизвольного 

восстановления.

Благодарности

Выражаем благодарность Фонду содействия 

развитию малых форм предприятий в науч-

но-технической сфере и Научно-исследова-

тельскому инновационному центру по мик-

робиологии и биотехнологии» (г. Ульяновск) 

за финансовую поддержку проводимых иссле-

дований.

ТАБЛИЦА 2. НАЛИЧИЕ РОСТА БАКТЕРИЙ РОДА KLEBSIELLA НА МПА ПОСЛЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ 

ХИМИЧЕСКИМ АГЕНТОМ

Исследуемые штаммы

Концентрация химического агента, %

Контроль

0,5 1 2

Klebsiella pneumoniae 5006 + + + +

Klebsiella pneumoniae 5007 + + + +

Klebsiella pneumoniae 244 + + + +

Klebsiella oxytoca 1 + + + +

Klebsiella oxytoca 2 + + + +

Klebsiella oxytoca 3 + + + +

Примечание: «+» — наличие роста; «–» — отсутствие роста.
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Некролог Obituary

ПАМЯТИ 

ОЛЕГА ИВАНОВИЧА КИСЕЛЕВА

Редакционная коллегия журнала «Инфекция и иммунитет» с глубоким прискорбием извещает 

о том, что 24 ноября 2015 года скоропостижно скончался академик РАН, директор НИИ гриппа, 

член редакционной коллегии журнала «Инфекция и иммунитет», Олег Иванович Киселев.

Олег Иванович родился 5 сентября 1945 года. Закончил Ленинградский государственный меди-

цинский институт им. И.П. Павлова. По окончании института в 1968 году поступил в аспирантуру 

Научно-исследовательского института экспериментальной медицины АМН СССР (НИИЭМ), где 

1971 году защитил кандидатскую диссертацию по медицине, в 1982 году получил степень доктора 

биологических наук. С 1983 по 1988 годы работал в различных учреждениях Министерства меди-

цинской и микробиологической промышленности СССР. С 1988 года возглавил Всесоюзный на-

учно-исследовательский институт гриппа Министерства Здравоохранения СССР, которым руко-

водил до последнего дня жизни.

Являясь одним из ведущих специалистов в области биохимии, молекулярной биологии виру-

сов, Олег Иванович руководил работами государственной важности по конструированию противо-

вирусных препаратов, созданию генно-инженерных вакцин, обеспечению национальной безо-

пасности. В качестве советника Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) и руководителя 

Национального центра по гриппу ВОЗ внес неоценимый вклад в развитие международного сотруд-

ничества по совершенствованию надзора за гриппом и ОРВИ.

Олег Иванович Киселев возглавлял Совет Санкт-Петербургского отделения Российского обще-

ства биохимиков и молекулярных биологов РАН, входил в состав редакционных коллегий научных 

и медицинских журналов. В частности, являлся активным членом редакционного совета журнала 

«Инфекция и иммунитет».

Теоретик и неутомимый исследователь, обладавший редким даром легко и просто излагать самые 

сложные научные проблемы, увлекать молодых людей новыми научными идеями, О.И. Киселев 

создал прекрасную школу учеников и последователей — молекулярных биологов и генных инжене-

ров. Его педагогический талант признан не только в России: Олега Иванович — полный профессор 

университета штата Невада (США).

Олег Иванович Киселев — лауреат премий Правительства Российской Федерации в области нау-

ки и техники, имел правительственные награды.

Российская школа вирусологов понесла невосполнимую утрату. Все, кто знал и ценил ум, 

мудрость, талант этого яркого человека, навсегда сохранят в сердцах светлую память об Олеге 

Ивановиче Киселеве.
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Для сложных терминов или названий, наиболее часто используемых в тексте статьи, можно ввести (в кру-

глых скобках после первого упоминания полного названия термина) не более 3–5 нетрадиционных сокра-

щений. Узаконенные международными номенклатурами сокращения используются в соответствующей 

транскрипции. Например, для термина «интерлейкин» используется сокращение «IL», а не русскоязычный 

вариант «ИЛ»; аналогично этому используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» или «ФНО»; «CD», а не «СД». 

Названия микроорганизмов приводятся в оригинальной транскрипции с использованием курсива (E. coli, 

Streptococcus pyogenes). Единицы измерения приводятся без точки после их сокращенного обозначения, регла-

ментированного международными правилами (с, ч, см, мл, мг, kDa и т.д.).
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Оформление иллюстративного материала

Иллюстративный материал должен быть оригинальным, т.е. ранее нигде не опубликованным. Общее ко-

личество иллюстраций (таблиц и рисунков) не должно превышать восьми. При большем количестве иллю-

страций их публикация оплачивается автором. Публикация цветных иллюстраций (независимо от их коли-

чества) также оплачивается автором.

Размеры иллюстраций:

• максимальная высота — 210 мм

• максимальная ширина для 1 столбца — 82 мм, для 2 столбцов — 170 мм

Таблицы. Каждая таблица предоставляется отдельным файлом. Таблицы нумеруются арабскими цифра-

ми отдельно от нумерации рисунков (графиков и фотографий). Название печатается над таблицей.

Для пометок в таблицах следует использовать одну или несколько (*). Пояснения печатаются после соот-

ветствующего количества (*) под таблицей. Единицы измерения, при необходимости, включаются в заголов-

ки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи названия рисунков (графиков, фотографий) и таблиц 

размещаются сразу после абзаца, где на них дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются последователь-

но арабскими цифрами по мере их включения в текст статьи. Названия рисунков и подписи к ним выносятся 

в виде списка в отдельный файл. В списке указываются: номер рисунка, название (с большой буквы), текст 

примечаний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 

но достаточно информативные. Рисунки могут быть представлены в графических форматах с расширением .tiff 

(разрешение не менее 300 dpi при 100% масштабе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в документы Word, 

не принимаются. Графики и диаграммы предоставляются вместе с таблицами, на основе которых они были 

созданы, или с численными обозначениями показателей, отображаемых соответствующими графическими 

элементами (столбиками, секторами и т.п.) в виде файлов с расширениями .doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей

При соблюдении правил публикация статей в журнале «Инфекция и иммунитет» является бесплатной 

для авторов и учреждений, в которых они работают. Редакция может потребовать оплату в следующих случа-

ях: 1) за публикацию цветных иллюстраций; 2) при большом количестве иллюстративного материала (свыше 

8 иллюстраций).

Подготовка статей

При предоставлении статьи авторы должны руководствоваться требованиями, приведенными в нижесле-

дующих пунктах. Статья может быть отклонена, если она им не соответствует.

1. Направляя статью в журнал, авторы гарантируют, что поданные материалы не были ранее опубликованы 

полностью или по частям, в любой форме, в любом месте или на любом языке. Так же авторы гарантиру-

ют, что статья не представлена для рассмотрения и публикации в другом журнале. С момента принятия 

статьи к печати в журнале «Инфекция и иммунитет» приведенный в ней материал не может быть опу-

бликован авторами полностью или по частям в любой форме, в любом месте и на любом языке без согла-

сования с руководством журнала. Исключением может являться: 1) предварительная или последующая 

публикация материалов статьи в виде тезисов или короткого резюме; 2) использование материалов статьи 

как части лекции или обзора; 3) использование автором представленных в журнал материалов при на-

писании диссертации или книги. Воспроизведение всего издания или части любым способом запрещает-

ся без письменного разрешения издателей. Нарушение закона будет преследоваться в судебном порядке. 

Охраняется Законом РФ № 5351-1 «Об авторском праве и смежных правах» от 09.07.93 г.

2. Файл отправляемой статьи представлен в формате .doc, .docx, .rtf.

3. Помимо файла со статьей, предоставлены следующие файлы:

1) Файл с метаданными (при загрузке в систему ему присваивается имя «Метаданные»):

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность автора, ответственного 

за дальнейшую переписку с редакцией (на русском и английском языках);

 • название учреждения, где работает ответственный автор (в русском и официально принятом 

английском вариантах);

 • почтовый адрес для переписки с указанием почтового индекса (на русском и английском языках);

 • телефон, факс (с указанием кода страны и города), e-mail;

 • фамилия и инициалы остальных соавторов, их ученые степени, ученые звания, должности;

 • полное название статьи, направляемой в редакцию;

 • количество страниц текста, количество рисунков, количество таблиц;

 • раздела журнала, для которого предназначена данная работа: «Лекции», «Обзоры», «Ориги-

нальные статьи», «Краткие сообщения», «В помощь практическому врачу»;

 • дата отправления работы.

2) Отсканированная копия файла с метаданными подписанная всеми авторами (при загрузке в систе-

му ему присваивается имя «Подписи авторов»)

3) Титульный лист (при загрузке в систему ему присваивается имя «Титульный лист»), по форме:

 • название статьи (без использования каких-либо сокращений, на русском и английском языках);

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность каждого из соавторов статьи 

(полностью, на русском и английском языках);
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 • подразделение и учреждение, в котором выполнялась работа; в случае, если авторами статьи 

являются сотрудники разных учреждений, то последние нумеруются по порядку, начиная 

с единицы, и соответствующая цифра размещается после фамилии автора, представляющего 

данное учреждение; для маркировки авторов в англоязычной части статьи вместо цифр ис-

пользуются латинские буквы (a, b, c, d и т.д.);

 • сокращенное название статьи для верхнего колонтитула (не более 35 символов, включая про-

белы и знаки препинания, на русском и английском языках);

 • не менее 6 ключевых слов на русском и английском языках;

 • адрес для переписки с указанием номера телефона, факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему присваивается имя «Резюме»). Предоставляется в виде одного аб-

заца без ссылок и специфических сокращений. Объем — не менее 300 слов. Резюме в полном объеме 

представляется также в переводе на английский язык. В отдельных случаях, по решению редакцион-

ной коллегии, может быть затребован развернутый вариант резюме на английском языке.

5) Рисунки, если они есть — каждый отдельным файлом (при загрузке в систему каждому рисунку при-

сваивается имя «Рисунок_Порядковый номер рисунка. Название рисунка»).

6) Файл в формате .doc, .docx., .rtf со списком, в котором указываются: номер рисунка, название (с боль-

шой буквы), текст примечаний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи к 

рисункам даются краткие, но достаточно информативные.

7) Таблицы, если они есть — каждая отдельным файлом (название каждой таблицы должно быть при-

ведены заголовком в файле с самой таблицей).

8) Файл с цитируемой литературой (при загрузке в систему ему присваивается имя «Литература») в виде 

таблицы из четырех столбцов (альбомная ориентация), где:

Порядковый 

номер ссылки

Авторы, название публикации 

и источника, где она 

опубликована, выходные данные

Ф.И.О., название публикации и источника 

на английском языке

Полный интернет-адрес 

(URL) цитируемой статьи 

и/или ее DOI

Размещаются 

в таблице 

в алфавитном 

порядке, вначале 

русскоязычные, 

затем на языках 

с латинской 

графикой

Указывать 

по библиографическому 

стандарту, представленному 

выше

Официальное англоязычное название 

публикации и источника, где она 

опубликована — для русскоязычных статей. 

В редких случаях, когда не существует 

официальных англоязычных названий, 

редакция просит предоставлять их перевод, 

обозначая его красным цветом шрифта. 

Для англоязычных публикаций и источников 

в этом столбце ставится прочерк

В том случае, если 

информация о статье 

не размещена 

на официальном сайте 

издания, допустимо 

использовать URL статьи 

со сторонних сайтов, 

в т.ч. системы 

www.e-library.ru. 

DOI статьи приводится 

в квадратных скобках 

после URL-адреса

4. Текст должен быть набран с одинарным межстрочным интервалом; используется кегль шрифта в 14 пунк-

тов; для выделения используется курсив, а не подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, графики и таб-

лицы расположены в соответствующих местах в тексте, а не в конце документа.

5. Текст соответствует стилистическим и библиографическим требованиям.

6. Если вы отправляете статью в рецензируемый раздел журнала, то вы согласны с требованиями слепого 

рецензирования, подробнее о котором можно узнать на сайте журнала (http://iimmun.ru) в рубрике «Ре-

цензирование» раздела «О журнале».

Вы можете оформить подписку на журнал 

«Инфекция и иммунитет» через отделения связи:

Каталог «Роспечать» – индекс 95001; 

Объединенный каталог «Пресса России» и электронный каталог «Российская периодика» 

в сети Internet на сайте www.arpk.org – индекс 41392.

Цена свободная.

Подписка на электронную версию журнала

на сайте www.elibrary.ru
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