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НОВЫЙ ВЗГЛЯД НА НЕЙТРОФИЛЬНЫЕ 

ГРАНУЛОЦИТЫ: ПЕРЕОСМЫСЛЕНИЕ СТАРЫХ 

ДОГМ. ЧАСТЬ 2*

И.В. Нестерова1,2, Н.В. Колесникова2, Г.А. Чудилова2, Л.В. Ломтатидзе2, 

С.В. Ковалева2, А.А. Евглевский2, Т.З.Л. Нгуен1
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Резюме. Современные фундаментальные исследования убедительно свидетельствуют о том, что нейтрофиль-

ные гранулоциты (НГ) являются ключевыми эффекторными и регуляторными клетками как врожденного, так 

и адаптивного иммунитета, и играют решающую роль в иммунопатогенезе широкого спектра заболеваний. НГ 

обладают мощным рецепторным репертуаром, обеспечивающим связь между собой и клетками иммунной си-

стемы, а также связь с клетками эндотелия, эпителия и других тканей. Индуцирующие стимулы активируют НГ 

и способствуют транслокации из цитоплазматических гранул и везикул молекул на поверхностную цитоплазма-

тическую мембрану, секреции большого спектра про- и противовоспалительных, иммунорегуляторных цитоки-

нов, колониестимулирующих, ангиогенных и фиброгенных факторов, членов TNF суперсемейства, хемокинов, 

регуляторных белков и т. д. Хроматин ядер НГ способен к реструктуризации под влиянием индуцирующих сти-

мулов, что сопряжено с экспрессией многочисленных генов цитокинов. НГ, получающие комплексные цитоки-

новые влияния не только приобретают новые черты, но и проходят различные стадии активации и дифференци-

ровки, участвуют как в процессах внутриклеточной интрафагосомальной дегрануляции, осуществляя киллинг 

и элиминацию фагоцитированных микроорганизмов, так и внеклеточной дегрануляции при формировании 

нейтрофильных экстрацеллюлярных сетей (NET), при этом погибая через NETosis. Особенности фенотипа НГ 

и их функциональных свойств демонстрируют наличие субпопуляций НГ с различными возможностями: раз-

ной рецепторной оснащенностью, способностью реструктуризировать хроматин, экспрессировать гены цито-

кинов и секретировать цитокины, реализовывать содержимое гранулярного аппарата, продуцировать активные 

формы кислорода, осуществлять цитотоксичность, образовывать NET. По нашему мнению, можно выделить 

субпопуляции НГ: регуляторные; супрессорные; провоспалительные — инициирующие воспалительную реак-

цию; воспалительные с позитивным мик робицидным потенциалом (антибактериальным, противовирусным, 

противогрибковым); воспалительные с негативным цитотоксическим потенциалом — «агрессивные»; противо-

воспалительные — регулирующие регрессию воспаления; противоопухолевые — TAN1; проопухолевые — TAN2; 

гибридные, сочетающие свойства НГ и дендритных клеток. Отсутствие адекватного реагирования, гиперактива-

ция или блокада функций НГ приводит к развитию вялотекущих инфекционно-воспалительных заболеваний, 

не отвечающих на традиционную терапию, аутоиммунных/хронических заболеваний иммунозависимых про-

цессов. Ремоделирование дисфункций НГ — ключ к новой иммунотерапевтической стратегии.

Ключевые слова: нейтрофильные гранулоциты, иммунофенотип, микробицидность, реструктуризация хроматина, 

экстрацеллюлярные сети, цитокинопродукция.
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THE NEW LOOK AT NEUTROPHILIC GRANULOCYTES: RETHINKING OLD DOGMAS. PART 2

Nesterova I.V.a,b, Kolesnikova N.V.b, Chudilova G.A.b, Lomtatidze L.V.b, Kovaleva S.V.b, Evglevsky A.A.b, 

Nguyen T.D.L.a

a Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation
b Kuban State Medical University of Ministry of Health Development of Russia, Krasnodar, Russian Federation

Abstract. Numerous modern basic research done undeniable fact that neutrophilic granulocytes (NG) are key effector and 

regulatory circuits both innate and adaptive immunity, and play a crucial role in the pathogenesis of a wide range of di-

seases. NG have potent receptor repertoire, providing a connection between them, cells of the immune system, as well as 

communication with endothelial cells, epithelial and other tissues. NG inducing stimuli activate and promote the trans-

location of cytoplasmic granules and vesicles surface molecules on the cytoplasmic membrane the secretion of a large 

spectrum of pro-and anti-inflammatory, immunoregulatory cytokines, colony, angiogenic factors and fibrogenic, TNF 

superfamily members, chemokines, regulatory protein, etc. Chromatin nuclei NG capable of restructuring under the in-

fluence of inducing stimuli, which is associated with the expression of multiple cytokine genes. NG receiving complex 

cytokine influence not only acquire new features, but also in various stages of activation and differentiation processes 

involved in intracellular intraphagosomalis degranulation and killing of implementing elimination microorganisms and 

extracellular neutrophil degranulation in the formation neutrophil extracellular traps (NET), while this dying through 

NETosis. Features NG phenotype and their functional properties, demonstrate the existence of subpopulations of NG 

with different capabilities: equipment of different receptor, the ability to restructure chromatin expressing cytokine genes 

and secrete cytokines to implement the contents of the granular system, produce reactive oxygen species, implement cy-

totoxicity form NET. In our opinion, there subpopulation NG: regulatory; suppressor; proinflammatory — initiating an 

inflammatory response; inflammation with a positive potential microbicidal (antibacterial, antiviral, antifungal); inflam-

matory cytotoxic potential of the negative — «aggressive»; anti-inflammation regulating regression; antitumoral — TAN1; 

pro-tumoral — TAN2; hybrid, combining the characteristics of NG and dendritic cells. The absence of adequate response, 

or hyperactivation blockade NG functions leads to the development of low-intensity infectious and inflammatory disea-

ses, do not respond to conventional therapy of autoimmune diseases/chronic immune-dependent processes. Remo deling 

dysfunctions NG — the key to new immunotherapeutic strategies.

Key words: neutrophil granulocytes, immunophenotype, microbicide, extracellular traps, restructuring сhromatin, cytokine production

Регуляторные влияния нейтрофильных 
гранулоцитов в норме и патологии

Нейтрофильные гранулоциты (НГ) пластич-

ны и способны, в зависимости от условий, менять 

свой фенотип и приобретать новые функции. НГ 

регулируют функции клеток как врожденной, 

так и адаптивной иммунной системы, оказывая 

на них как активирующие, так и супрессирую-

щие влияния в зависимости от сценария иммун-

ного ответа.

Осуществляя первую линию клеточной за-

щиты, НГ регулируют функциональную актив-

ность другого класса фагоцитов — моноцитов/

макрофагов, как повышая их противомикроб-

ную активность [46], так и вызывая супрессивные 

изменения, опосредуемые цитоплазматическим 

белком гранулоцитов S100A9 в процессе фагоци-

тоза макрофагами апоптотических НГ [24]. Сам 

макрофагальный фагоцитоз апоптотических 

НГ может регулироваться локально как про-, 

так и противовоспалительными факторами [30]. 

При этом, НГ осуществляют регуляторные вли-

яния как на клетки врожденного иммунитета, 

так и на участников адаптивного иммунитета, 

что соответствует представлениям Janeway C.A. 

и соавт. о реакциях врожденного иммунитета 

не только как о необходимом фоне для актива-

ции адаптивного ответа, но и для формирова-

ния Т-клеточного ответа [32]. В частности, из-

вестно, что при дегрануляции активированных 

НГ на клеточную поверхность и во внеклеточ-

ное пространство высвобождаются сериновые 

лейкоцитарные протеазы, которые регулируют 

взаимодействие систем врожденного и адаптив-

ного иммунитета путем модуляции экспрессии 

и активности клеточных рецепторов и цитоки-

нов, продуцируемых различными клетками [7]. 

Выявлены механизмы супрессорного влияния 

некоторых субпопуляций НГ на пролифера-

цию Т-клеток, опосредованные секрецией вне-

клеточной аргиназы и внеклеточных активных 

форм кислорода (АФК), посредством образова-

ния иммунологических синапсов, через которые 

непосредственно к поверхности лимфоцитов 

доставляются АФК [44]. Таким образом, явля-

ясь уникальной мультипотентной популяцией 

клеток, НГ обладают очень важными функцио-

нальными возможностями, способствующими 

полноценной реализации иммунного ответа [18, 

36, 48, 47] (рис. 1).

Устаревшее представление о НГ исключи-

тельно как о клетках антимикробной резистент-

ности не отражает всех данных об их функ-

циональных возможностях. В последние годы 

получены данные об усилении секреции ней-

трофильных дефенсинов RtNP-3 в плазму крови 

в условиях стресса, что может свидетельствовать 

о вовлеченности последних в ход развертывания 
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стресс-реакции [1]. Известно также, что участие 

НГ в антиэндотоксиновой защите имеет боль-

шое значение как в реализации патофизиологи-

ческих эффектов синдрома эндогенной инток-

сикации, так и в ходе развития инфекционного 

процесса, во многом определяя степень тяжести 

и прогноз заболевания в целом. В отсутствии 

инфекционного патогена, но при встрече с опу-

холевыми клетками НГ активируются и погиба-

ют, образуя сети из нитей ДНК (нейтрофильные 

ловушки), которые ограничивают перифери-

ческое распространение опухолевых клеток [4]. 

Распределение ролей в реализации противо-

опухолевой защиты зависит от цитокинового 

окружения и реализуется через механизмы как 

прямой, так и непрямой цитотоксичности [12]. 

Последние достижения в области изучения НГ 

иллюстрируют высокую степень пластичности 

и функциональную гетерогенность популяции 

НГ в зависимости от течения физиологических 

и патологических сценариев иммунного ответа. 

Fridlender Z.G. и соавт. [31] показали, что суще-

ствует две различных субпопуляции опухоль-

ассоциированных НГ (tumor-associated neutro-

phils — TANs) с противоопухолевой (N1) и про-

опухолевой (N2) активностями.

Нейтрофильные гранулоциты 
при инфекционных заболеваниях

Дефектно функционирующие НГ [дефицит 

количества НГ, нарушение фагоцитарной функ-

ции, дефицит миелопероксидазы, дефенсинов, 

лактоферрина, глюкозо-6-фосфатдегидро гена-

зы, NADPH-оксидазы и т. д., дефекты формиро-

вания нейтрофильных экстрацеллюлярных 

сетей (neutrophil extracellular traps — NET)] 

не обеспечивают адекватную противомикроб-

ную защиту, что приводит к развитию сепсиса, 

рецидивирующих гнойных инфекций, хрони-

ческих бактериальных инфекций и т. д. Отсут-

ствие адекватного реагирования или блокада 

функций НГ в ответ на микробную агрессию 

может приводить к развитию вялотекущих хро-

нических инфекционно-воспалительных за-

болеваний (ИВЗ), не отвечающих на традици-

онную терапию. В то же время гиперактивация 

НГ сопровождает многие аутоиммунные забо-

левания/хронические иммунозависимые про-

цессы и напрямую связана с гиперпродукцией 

некоторых цитокинов, например IL-17 (болезнь 

Крона, неспецифический язвенный колит, ва-

скулит Вегенера и т. д.). Гиперпродукция IL-8 

клетками желудочного эпителия, провоцируе-

мая Н. рylori при хеликобактерном гастрите, при-

влекает НГ в зону воспаления, обеспечивая тем 

самым нетипичный воспалительный процесс: 

при хроническом воспалении ведущим субстра-

том становятся НГ, которые традиционно счита-

ют участниками только острого бактериального 

воспаления. Кроме того, Н. рylori активируют 

NADPH-оксидазы к продукции реактивных 

кислородных метаболитов путем транслокации 

их цитозольной субстанции на плазматическую 

мембрану НГ, что повреждающе влияет на окру-

жающие ткани, провоцируя формирование эро-

зий и/или язв желудка.

В настоящее время описаны дисфункции НГ, 

которые при различных ИВЗ с нетипичным те-

чением могут протекать по разному сценарию 

и манифестировать как гипофункцией на фоне 

дефицита НГ при рецидивирующих и упорно 

рецидивирующих гнойных процессах, хрони-

ческих ИВЗ вирусно-бактериальной этиологии, 

не поддающихся стандартному лечению, так 

и блокадой функциональной активности: разви-

тием неадекватного ответа вплоть до состояния 

неотвечаемости при хронических вялотекущих 

инфекционно-воспалительных процессах с за-

тяжным течением обострений, социально зна-

чимых инфекциях, при сепсисе, или гиперэр-

гическим функционированием (внеклеточная 

продукция кислородных радикалов в высокой 

концентрации, например), которое может при-

водить к супрессии Т-звена иммунной систе-

мы (ИС), повреждению органов и тканей при 

хронических иммунозависимых заболеваниях 

или септическом шоке [25, 33, 49]. Нетипич-

но протекающие ИВЗ на фоне расстройств ИС 

и, в частности, на фоне дисфункций НГ, приво-

дят к повышенной заболеваемости, частичной, 

а иногда и полной, потере трудоспособности, 

высокой летальности при сепсисе как у взрос-

лых субъектов, так и у детей, особенно в перио-

де новорожденности [8, 21]. Неонатальные НГ 

Рисунок 1. Взаимные регуляторные влияния 

нейтрофильных гранулоцитов и других клеток 

иммунной системы

Figure 1. Mutual regulatory effects of neutrophilic 
granulocytes and other cells of the immune system
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характеризуются количественным и качествен-

ным дефицитом по сравнению с НГ взрослого 

человека. Неонатальный сепсис — проблема 

глобального масштаба, поскольку имеет самые 

тяжелые последствия и характеризуется высокой 

летальностью. Это происходит на фоне наруше-

ний функционирования ИС и дефектных НГ, 

что способствует быстрому диссеминированию 

инфекции и, как следствие — смерти новорож-

денного [51]. Так, описаны три важных наруше-

ния НГ, которые способствуют возникновению 

тяжелого неонатального сепсиса и септическо-

го шока: нейтропения, сниженная пластич-

ность и запоздалый апоптоз [37]. При сепсисе 

и синдроме системной воспалительной реакции 

(ССВР) в циркуляции появляется большое коли-

чество незрелых форм НГ. Они характеризуют-

ся снижением фагоцитарной функциональной 

активности, пониженной продукцией АФК, де-

фектным уровнем экспрессии рецепторов CD14 

MD-2, нарушением миграционной способности. 

Незрелые НГ характеризует высокий базальный 

уровень соотношения внутриклеточных TNFα/

IL-10, подтверждающий их провоспалительный 

фенотип. Они имеют более длинный жизнен-

ный цикл, резистентны к спонтанному апоптозу 

и могут созревать ex vivo [27]. Пациенты с сеп-

сисом (более тяжелая воспалительная реакция) 

имеют более выраженное снижение некоторых 

рецепторов, в частности TREM-1, который игра-

ет ключевую роль в амплификации продукции 

воспалительных цитокинов, чем пациенты, 

страдающие неинфекционным синдромом си-

стемной воспалительной реакции [41].

Нейтрофильные гранулоциты 
в противовирусной защите

НГ, являясь основной эффекторной частью 

ИС, способны не только уничтожать патогены, 

но и регулировать иммунный ответ и воспале-

ние, в том числе и при вирусной инфекции [16, 

45]. НГ влияют на адаптивный иммунный ответ 

при вирусной инфекции [28, 42] путем презента-

ции антигена, транслокации патогенных вирусов 

в лимфатические узлы, супрессорной модуля-

ции ответа Т-клеток, экспрессии Toll-подобных 

рецепторов, распознающих ДНК вируса герпеса 

(TLR-9) [2, 20, 42]. НГ представляют собой важ-

ные элементы противовирусного иммунитета, 

реализуя свои возможности посредством процес-

са фагоцитоза, образования активных форм кис-

лорода (АФК), формирования NET, способности 

синтезировать и секретировать цитокины, де-

фенсины, интерфероны [5, 3, 9, 16, 19]. Исследо-

вания последних лет показали, что, с одной сто-

роны, НГ способны осуществлять противовирус-

ную защиту, с другой стороны — многие вирусы, 

в частности, герпесвирусы, способны негативно 

влиять на функции НГ, трансформировать их 

фенотип и влиять на формирование популяций/

субпопуляций с различными функцио нальными 

свойствами [45]. Герпесвирусы могут усиливать 

апоптоз НГ, что приводит к возникновению ней-

тропении, блокировать противовирусную актив-

ность НГ и т. д.

Повреждение НГ герпесвирусами нарушает 

их функционирование и приводит в совокупнос-

ти с другими факторами к срыву адаптационных 

реакций [16, 19, 20, 26, 45]. В последние годы по-

казано, что при хронической герпесвирусной ин-

фекции имеются многочисленные субпопуляции 

НГ, характеризующиеся различными феноти-

пами с различной рецепторной оснащенностью, 

обладающие различными функцио нальными 

свойствами: способностью реструктуризировать 

хроматин, экспрессировать гены цитокинов и се-

кретировать цитокины, реализовывать актив-

ность гранулярного аппарата, продуцировать 

активные формы кислорода, осуществлять цито-

токсичность, образовывать NET.

Фенотипический профиль 
и функциональные особенности 
нейтрофильных гранулоцитов 
при инфекционно-воспалительных 
заболеваниях

Большой вклад в изучение клеточных взаи-

модействий физиологической и патогенети-

ческой значимости НГ в этом свете вносит из-

учение рецепторов НГ. Изучение субпопуляций 

НГ представляет новый подход к определению 

функциональной активности НГ, позволяю-

щий оценить адекватность включения НГ в ре-

ализацию иммунного ответа, а также диагно-

стировать и прогнозировать исход заболевания. 

Известно, что различные фенотипические про-

фили и уровень оснащенности поверхностны-

ми рецепторами связаны с морфологическими 

особенностями и определяют функциональный 

потенциал НГ — цитокинопродукцию, транс-

эндотелиальную миграцию, внутриклеточный 

и внеклеточный киллинг, образование NET [10, 

13, 22]. Продемонстрировано существование до-

статочно большого количества субпопуляций 

НГ, обладающих различными возможностями. 

НГ, получающие комплексные цитокиновые 

влияния, не только приобретают новые черты, 

но и проходят различные стадии активации 

и дифференцировки, экспрессируя при этом 

антигены MHC II класса, CD80, CD86, ICAM-1, 

LFA-1 [10, 12, 44]. Доказано, что индуцирующие 

цитокиновые стимулы дифференцируют НГ 

в уникальную гибридную популяцию с дуаль-

ными фенотипическими и функциональными 

свойствами характерными как для НГ, так и ден-

дритных клеток (ДК), участвующую во врож-

денной и адаптивной иммунной реакции [38]. 
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В наших более ранних работах были выделены 

следующие субпопуляции НГ: регуляторные; су-

прессорные; провоспалительные — инициирую-

щие воспалительную реакцию; воспалительные 

с позитивным микробицидным потенциалом 

(антибактериальным, противовирусным, про-

тивогрибковым); воспалительные с негативным 

цитотоксическим потенциалом — «агрессив-

ные»; противовоспалительные — pегулирующие 

регрессию воспаления; противоопухолевые — 

TAN1; проопухолевые — TAN2, гибридные [16].

Фагоцитарная и микробицидная функция, 

вирусоцидная активность НГ находится в непо-

средственной зависимости от фенотипических 

особенностей: количества и плотности таких 

экспрессируемых рецепторов, как CD11b/CD18, 

CD10, CD15, CD16, CD32, CD64, CD35 и т. д. [29]. 

Экспрессия на мембране НГ CD32, CD16 важна 

в осуществлении фагоцитарной функции и ан-

тителозависимой клеточной цитотоксичности 

(АЗКЦ), которая ассоциируется с CD11b/CD18-

зависимым повышением адгезии, дегрануляци-

ей и киллингом [39]. CD64, CD32, CD16 — триг-

герные молекулы, запускающие иммунный фа-

гоцитоз и процессы киллинга [14] (рис. 2).

Большую диагностическую и прогностичес-

кую значимость имеют выявленные нами ва-

рианты ремоделирования фенотипа НГ, одно-

временно экспрессирующих CD64, CD32, CD11b 

и CD16 функционально значимые рецепторы, 

при инфекционно-воспалительных заболева-

ниях, в том числе у новорожденных различного 

гестационного возраста [14], у пациентов с нео-

пластическими процессами [11, 12], у женщин 

репродуктивного возраста с генитальными 

и экстрагенитальными инфекционно-воспали-

тельными заболеваниями (ИВЗ) [6].

При изучении вариабельности одновремен-

ной презентации на мембране НГ рецепторов 

CD64, CD32, CD16, CD11b установлено, что у здо-

ровых взрослых и детей разного возраста в пери-

ферической крови присутствуют одна мажор-

ная субпопуляция CD64–CD32+CD16+CD11b+ 

и 5 минорных субпопуляций НГ: CD64–CD32+

CD16+CD11b–, CD64–CD32–CD16+CD11b+, CD64+

CD32+CD16+CD11b+, CD64+CD32+CD16+CD11b–, 

CD64+CD32–CD16+CD11b+ с различной осна-

щенностью и плотностью изучаемых рецеп-

торов. При патологичес ких состояниях про-

исходит трансформация фенотипа НГ и реги-

стрируются изменения как качественных, так 

и количественных характеристик субпопуляций 

НГ (табл.).

При ИВЗ бактериальной этиологии у ново-

рожденных (врожденная пневмония, неона-

тальный сепсис) нами выявлено значительное 

увеличение субпопуляции НГ с фенотипом 

CD64+CD32+CD16+CD11b+ с высокой плотно-

стью экспрессии CD11b и CD16. Наблюдаемое 

увеличение указанной субпопуляции НГ в пери-

ферической крови находится в прямой зависи-

мости от тяжести инфекционно-воспалительно-

го процесса: чем клинически тяжелее протекает 

заболевание, тем большее количество НГ с этим 

фенотипом СD64+CD16+CD32+CD11b+ находится 

в циркуляции [15].

При наличии генитальных и экстрагени-

тальных ИВЗ у женщин фертильного возраста, 

планирующих беременность, так же выявлена 

фенотипическая вариабельность НГ — появ-

ление субпопуляции CD16+CD32+CD11b–, что 

свидетельствует о стойком нарушении их рецеп-

торной функции и необходимости ее адекватной 

коррекции, заключающейся в восстановлении 

фенотипического состава НГ. Так, проведение 

предгравидарной подготовки с включением им-

мунотерапии оказывает позитивный клинико-

иммунологический эффект, заключающийся 

в нормализации рецепторной функции НГ, кор-

релирующий с увеличением процента забереме-

невших женщин [6]. Полученные нами данные 

позволяют разрабатывать критерии контроля 

за течением ассоциированных вирусных инфек-

ций и бактериальных гнойно-воспалительных 

заболеваний, диагностировать и/или прогнози-

ровать усугубление их тяжести, оптимизировать 

методы иммунотерапии, направленные на кор-

рекцию дисфункций НГ.

Многократное увеличение субпопуляции 

CD64–CD32–CD16+CD11b+ НГ было показано 

у детей с повторными острыми респираторными 

вирусными инфекциями, ассоциированными 

с герпесвирусной моно- или микстинфекция-

ми. При этом наблюдалась значительная репли-

кативная активность таких герпесвирусов, как 

ВПГ I/II, ЦМВ, ВЭБ, ВГЧ VI [15, 40].

Для полноценного функционирования НГ 

важны не только определенный субпопуляцион-

ный состав, но и адекватный уровень плотности 

экспрессии соответствующих поверхностных 

мембранных маркеров НГ. Так, Pillay J. с соавт. 

обнаружили несколько субпопуляций НГ с раз-

личным фенотипом, которые отличались по ко-

личеству и плотности оснащения рецепторами: 

зрелые НГ — с фенотипом CD16highCD62Lhigh, не-

зрелые НГ — с фенотипом CD16lowCD62Lhigh, су-

прессорные НГ — с фенотипом CD16highCD62Llow 

и НГ-предшественники — с фенотипом 

CD16lowCD62Llow [42]. Субпопуляция циркули-

рующих НГ с фенотипом CD16lowCD62Lhigh на-

блюдалась у детей с респираторно-синцитиаль-

ной вирусной инфекцией, а также при вирусной 

и бактериальной коинфекции [23, 35]. Показано, 

что субпопуляция незрелых НГ не обладала спо-

собностью к иммунной защите от микроорга-

низмов. У пациентов с ВИЧ-инфекцией обнару-

жены активированные зрелые НГ с иммуносу-

прессивными свойствами [45].

Супрессорные НГ могут вызвать паралич ИС, 

в результате которого нарушается противоин-

фекционная защита, что облегчает возникно-

вение бактериальных осложнений и вирусной 



12

Инфекция и иммунитетИ.В. Нестерова и др.

и бактериальной коинфекции [23, 34]. Появле-

ние CD16highCD62Llow НГ значительно возраста-

ет при бактериальной инфекции или вирусной 

и бактериальной коинфекции и, в то же время, 

при вирусной инфекции с поражением нижних 

дыхательных путей эта субпопуляция практи-

чески не обнаруживается [23, 43]. У детей с тя-

желой вирусной респираторной инфекцией 

без бактериальной коинфекции и у пациентов 

с бактериальным сепсисом была обнаружена 

нейтрофильная субпопуляция, характеризуемая 

фенотипом CD16lowCD62Llow [23, 35]. С помощью 

проточной цитометрии в сочетании с визуаль-

ной оценкой клеток было показано, что в эту 

субпопуляцию входит большое количество мие-

лоцитов и метамиелоцитов, поэтому НГ с фено-

типом CD16lowCD62Llow назвали субпопуляцией 

НГ-«предшественников». Последовательное уве-

личение числа НГ-«предшественников» было 

статистически достоверным (p < 0,001) и не зави-

село от наличия бактериальной коинфекции 

[23]. Предположили, что НГ-«предшественни-

ки» происходят из гетерогенного семейства 

G-MDSCs (granulocyte myeloid-derived suppressor 

cells — гранулоцитарных супрессорных клеток 

миелоидного происхождения), к которым от-

носятся гранулоцитарные клетки со свойством 

иммунного ингибирования [23, 44]. Достовер-

ных различий по количеству маркеров актива-

ции и дегрануляции CD11b, CD54, CD63, CD66b 

у вышеуказанных четырех субпопуляций (зре-

лые НГ, незрелые НГ, супрессорные НГ и НГ-

«предшественники») при вирусных инфекциях 

и при бактериальных коинфекциях у новорож-

денных с тяжелой вирусной инфекцией практи-

чески не выявлено. При этом отмечено, что при 

активации и дегрануляции у супрессорных НГ 

выявляется высокий уровень экспрессии CD11b 

и CD63, в то время как у НГ-«предшественников» 

отмечается наиболее высокий уровень экспрес-

сии CD63 и CD66b и низкий уровень экспрессии 

CD11b и CD54 [23]. Интересно, что количество 

НГ, находящихся в кровотоке и оснащенных 

CD62L на поверхностной мембране, больше, чем 

CD62L НГ, полученных из смывов бронхоаль-

веолярного лаважа, что предположительно свя-

зано с утратой этого рецептора при миграции.

В результате проведенных нами исследова-

ний у пациентов с острыми вирусными (острой 

вирусной Эпштейн–Барр (ВЭБ) инфекцией) 

и острыми бактериальными инфекционно-вос-

палительными заболеваниями (острым бакте-

риальным тонзиллитом) были выявлены разные 

фенотипы НГ с индивидуальными характери-

стиками. Ранее было показано, что популяция 

CD16+CD11b+ НГ играет важную роль в осу-

Рисунок 2. Функционально значимые рецепторы в субпопуляциях нейтрофильных гранулоцитов

Figure 2. Functionally significant receptors in subpopulations of neutrophilic granulocytes
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Таблица. Фенотип субпопуляций нейтрофильных гранулоцитов и их диагностическая значимость 

(Нестерова И.В. и соавт., 2010–2016)

Table. The phenotype of subpopulations of neutrophilic granulocytes and their diagnostic significance (Nesterova I.V. 
et al., 2010–2016)

Модель

Model
Субпопуляция

Subpopulation
Демонстрация/Функции

Demonstration/Functions
Диагностическая 

значимость

Diagnostic significance

Здоровые взрослые 

и дети [13, 14, 16, 17]

Healthy adults and children

СD64–CD32+CD16+CD11b+

CD16brightCD11bdim

–  нормальные НГ (мажорные 

субпопуляции)

–  полноценное 

осуществление АЗКЦ, 

микробицидной 

активности

–  normal NG (major 
subpopulations)

–  full implementation of ADCC, 
microbicidal activity

–  противовоспалительный 

и противоопухолевый 

эффект

–  anti-inflammatory and 
antitumor effect

Гнойно-септические 

заболевания у детей 

и взрослых [13, 14, 16, 17]

Purulent-septic diseases 
in children and adults

СD64+СD32+CD16+CD11b+ –  нормальные НГ (минорная 

субпопуляция у здоровых)

–  активированные НГ 

in vivo бактериальными 

антигенами (значительное 

увеличение в циркуляции)

–  normal NG (minor 
subpopulation in healthy)

–  activated NG in vivo by 
bacterial antigens(significant 
increase in circulation)

–  маркер тяжести 

и прогрессирования 

бактериального процесса

–  marker of the severity and 
progression of the bacterial 
process

Острая бактериальная 

инфекция у взрослых [17]

Acute bacterial infection 
in adults

CD16dimCD11bbright –  мажорная субпопуляция 

(значительное увеличение 

в циркуляции)

–  major subpopulation 
(significant increase 
in circulation)

–  маркер остроты 

бактериального процесса

–  marker of acute of the 
bacterial process

Респираторные 

и герпесвирусные 

инфекции у детей [15, 16]

Respiratory and herpes 
infections in children

СD64–CD16+СD32–СD11b+ –  минорная субпопуляция НГ 

здоровых

–  значительное 

увеличение при 

вирусной респираторной 

и герпетической инфекции

–  депрессия фагоцитарной 

и микробицидной 

активности НГ

–  minor subpopulation NG 
in healthy

–  significant increase at viral 
respiratory and herpetic 
infection

–  depression of phagocytic and 
microbicidal activity of NG

–  прогностический признак 

неблагоприятного течения 

вирусной инфекции

–  prognostic sign of adverse 
course of viral infection

Острая ВЭБ-инфекция 

у взрослых [17]

Acute adult EBV infection 
in adults

CD16brightCD11bbright –  мажорная субпопуляция 

(значительное увеличение 

в циркуляции)

–  высокий уровень АЗКЦ 

и АФК-зависимая 

ингибиция пролиферации 

Т-клеток [44]

–  major subpopulation 
(significant increase 
in circulation)

–  high level of ADCC and ROS-
dependent inhibition of the 
proliferation of T-cells [44]

–  маркер остроты вирусного 

процесса

–  прогностически 

неблагоприятный 

признак присоединения 

бактериальной инфекции

–  marker of the severity of the 
viral process;

–  prognostically unfavorable 
sign of bacterial infection
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ществлении реакций фагоцитоза и АЗКЦ при 

инфекционных процессах различной природы. 

Известно, что CD11b и CD16 НГ — важнейшие 

триггеры, запускающие каскад активационных 

и регуляторных процессов НГ и у покоящихся 

неактивированных НГ CD11b и CD16 экспрес-

сируются на низком уровне, а при активации 

клетки происходит дополнительная транслока-

ция внутриклеточных CD16 и CD11b на мембра-

ну НГ [17, 20, 29]. Наши исследования показали, 

что субпопуляция CD16brightCD11bdim НГ пре-

обладала у здоровых людей, а НГ с фенотипом 

CD16brightCD11bbright отсутствовала у здоровых до-

бровольцев, но появилась и доминировала при 

острой ВЭБ-инфекции (табл.) [17].

Pillay J. и соавт. [43, 44] обнаружили существо-

вание новой субпопуляции CD11cbrightCD62Ldim

CD16brightCD11bbright НГ — зрелых гиперсегменти-

рованных НГ человека с иммуносупрессивной 

активностью. Эта субпопуляция была способна 

подавлять пролиферацию Т-клеток через высво-

бождение активных форм кислорода и демон-

стрировала высокую экспрессию CD11b. Более 

ранние исследования Woodfin A. и соавт. проде-

монстрировали, что супрессивные НГ — зрелые 

НГ с гиперсегментированным ядром, экспрес-

сирующие высокие уровни ICAM-1, обладают 

способностью к обратной трансэндотелиальной 

миграции (ТЭМ) [50]. Позже Cortjens B. и его 

коллеги в 2017 г. [23] показали, что при тяжелой 

респираторной вирусной инфекции у младенцев 

экспрессия активационного маркера CD11b была 

значительно повышена у супрессорной субпопу-

ляции НГ. Эти супрессорные субпопуляции НГ, 

появившиеся при вирусных и бактериальных 

коинфекциях у новорожденных, также имели 

самую высокую экспрессию молекул CD63 на их 

поверхностных мембранах, что свидетельство-

вало об активной дегрануляции НГ.

Выявленное нами при острой бактериаль-

ной инфекции (острый бактериальный тон-

зиллит) появление превалирующей популяции 

CD16dimCD11bbright НГ свидетельствовало, по на-

шему мнению, о выходе в циркуляцию незре-

лых форм НГ при бактериальной атаке. В то же 

время при острой вирусной инфекции (острой 

ВЭБ-инфекции) преобладала субпопуляция 

CD16brightCD11bbright НГ. Мы предположили, что 

с одной стороны, появление CD16brightCD11bbright 

НГ с высокой цитотоксичностью (высокие уров-

ни экспрессии CD16) и с супрессивным влияни-

ем на пролиферацию Т-клеток (высокие уровни 

экспрессии молекул CD11b) необходимо для ре-

ализации противовирусной активности НГ в их 

борьбе с ВЭБ-инфекцией. CD16brightCD11bbright 

НГ должны обладать высокой противовирус-

ной активностью. С другой стороны, их супрес-

сорные свойства (высокие уровни экспрессии 

CD11b), возможно, приведут к различным ос-

ложнениям в виде вторичных бактериальных 

инфекций. Таким образом, при тяжелой острой 

ВЭБ-инфекции выявлено ремоделирование фе-

нотипа НГ и появление новой субпопуляции 

CD16brightCD11bbright НГ с высокой цитотоксич-

ностью и супрессивным влиянием. Необходи-

мы дальнейшие исследования для выявления 

функциональной значимости субпопуляции 

CD16brightCD11bbright НГ как при ВЭБ-инфекции, 

так и при других герпесвирусных инфекциях, 

а также для изыскания возможности иммуномо-

дулирующих воздействий на этот «негативный» 

фенотип НГ с целью его позитивной трансфор-

мации, что позволит предотвратить присоеди-

нение тяжелых бактериальных осложнений [17].

В связи с изложенным насущной задачей 

фундаментальной иммунологии является изу-

чение различных вариантов дисфункций НГ 

с уточнением особенностей спонтанной и ин-

дуцированной реструктуризации ядерного хро-

матина, трансформации фенотипа различных 

субпопуляций и функциональной активности 

НГ при нетипично протекающих ИВЗ, и на этой 

основе необходим поиск методов, направленных 

на улучшение функционирования дефектных 

НГ. Разработка экспериментальных подходов 

к созданию методов ремоделирования дефект-

но функционирующих НГ при различных не-

типично протекающих инфекционно-воспали-

тельных процессах в настоящее время является 

актуальнейшей проблемой и требует своевре-

менного решения.

Заключение

Таким образом, классический взгляд на НГ 

как на короткоживущие конечнодифференци-

рованные эффекторные клетки воспалительной 

реакции, осуществляющие только фагоцитоз, 

киллинг и элиминацию внеклеточных патоге-

нов, убедительно опровергнут каскадом послед-

них исследований. Новые научные факты, по-

лученные в течение лишь последних 10–15 лет, 

продемонстрировали, что НГ обладают опреде-

ленными регулирующими влияниями как акти-

вирующего, модулирующего, так и депрессивного 

характера практически на все клетки как врож-

денного, так и адаптивного иммунитета. Более 

того, доказано, что длительность жизненного 

цикла НГ может значительно увеличиваться под 

влиянием комплексного воздействия цитоки-

нов, в том числе при выполнении «своих обязан-

ностей» в крови и тканях при защите от агрес-

сивных микробных патогенов, различных АГ, 

неопластических и мутировавших клеток. НГ 

способны под влиянием индуцировавших сти-

мулов повышать экспрессию генов, кодирую-

щих ключевые медиаторы воспаления, в том 

числе компоненты комплемента, Fc-рецепторы, 

хемокины и провоспалительные, противовоспа-

лительные и регуляторные цитокины. При этом 

существуют данные, свидетельствующие о том, 

что НГ продуцируют и различные противовос-
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палительные факторы, в том числе липоксины, 

которые способствуют разрешению воспаления. 

Более того, показано, что при катастрофическом 

состоянии иммунной системы при сепсисе тка-

невые НГ, получив определенную информацию, 

способны к реверсивной трансмиграции не толь-

ко в периферическую кровь, но и в костный мозг 

и, таким образом, способны влиять на процессы 

созревания клеток иммунной системы и приоб-

ретение ими определенных функций. Развитие 

новых диагностических технологий позволило 

расширить и углубить наше понимание роли НГ 

в иммунном гомеостазе и оценить динамиче-

скую взаимосвязь функционального потенци-

ала клетки с ее генной экспрессией и синтезом 

тех или иных факторов, участвующих в иммуно-

логическом «кросс токе» (перекрестном разгово-

ре), и фенотипической поляризацией НГ в ответ 

на индуцирующие сигналы интра- и экстрацел-

люлярного окружения. До настоящего времени 

еще окончательно неизвестно сколько имеется 

фенотипов НГ. По нашему мнению, существует 

несколько субпопуляций НГ с различной рецеп-

торной оснащенностью, отличающиеся по сво-

им свойствам реструктуризировать хроматин, 

экспрессировать гены цитокинов и секретиро-

вать про- и противовоспалительные цитоки-

ны, реализовывать содержимое гранулярно-

го аппарата, продуцировать активные формы 

кислорода, осуществлять цитотоксичность, об-

разовывать NET. Так, можно выделить следую-

щие субпопуляции НГ: регуляторные; супрес-

сорные; провоспалительные — инициирующие 

воспалительную реакцию; воспалительные 

с позитивным микробицидным потенциалом 

(антибактериальным, противовирусным, про-

тивогрибковым); воспалительные с негативным 

цитотоксическим потенциалом — «агрессив-

ные»; противовоспалительные — регулирующие 

регрессию воспаления; противоопухолевые — 

TAN1; проопухолевые — TAN2; гибридные, со-

четающие свойства НГ и ДК.

Многочисленные современные фундамен-

тальные и клинические исследования убеди-

тельно демонстрируют, что пришло время пере-

осмысления старых догм: неоспоримые факты 

свидетельствуют о том, что НГ являются ключе-

выми эффекторными и регуляторными мульти-

функциональными клетками как врожденного, 

так и адаптивного иммунитета, а различные дис-

функции НГ играют негативную, часто решаю-

щую роль в иммунопатогенезе широкого спектра 

заболеваний: количественный и функциональ-

ный дефицит, неадекватность ответа на микроб-

ные патогены и антигены некоторых опухолей, 

гиперэргическое функционирование при ауто-

иммунных и аллергических процессах и т. д. Оче-

видна необходимость проведения дальнейших 

фундаментальных исследований, направленных 

на выявление и уточнение иммунопатогенети-

ческой роли субпопуляций НГ при различных 

патологических процессах и, на этой основе, 

разработки новых подходов к ремоделированию 

негативно трансформированных фенотипов НГ, 

то есть создание новых иммунодиагностических 

и иммунотерапевтических стратегий.
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НОВЫЕ АСПЕКТЫ ПАТОГЕНЕЗА СЕПСИСА 

И СЕПТИЧЕСКОГО ШОКА У ДЕТЕЙ. 

СИСТЕМА КОМПЛЕМЕНТА КАК МИШЕНЬ 

ДЛЯ ЭФФЕКТИВНОЙ ТЕРАПИИ

А.П. Продеус1,2,3, М.В. Устинова2,4, А.А. Корсунский1,4, А.Г. Гончаров3

1 Детская городская клиническая больница № 9 им. Г.Н. Сперанского, Москва, Россия
2 НОЧУ ДПО Высшая медицинская школа, Москва, Россия
3 ФГАОУ ВО Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта, г. Калининград, Россия
4 ФГБОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава России, 

Москва, Россия

Резюме. Сепсис на сегодняшний день является грозным осложнением инфекции и первопричиной детской 

смертности в отделении реанимации и интенсивной терапии. В последние десятилетия все чаще стал подни-

мается вопрос о важности контроля над активацией системы комплемента при сепсисе и септическом шоке. 

Доказано на животных моделях, что комплемент играет одну из ключевых ролей патологического механизма 

в развитии гиперактивного иммунного ответа, впоследствии приводящего к нарушению иммунологического 

гомеостаза. Мыши, имевшие дефицит С3–/– и С4–/– и получившие летальную дозу липополисахарида (LPS) 

внутрибрюшинно, показали лучшую выживаемость по сравнению с контрольной группой беспородных живот-

ных. Имеются данные клиничес ких исследований, подтверждающие активное участие комплемента в цепочке 

септического процесса. Было показано, что у больных с сепсисом концентрация С3 и С4 белков достоверно 

коррелировала со смертностью на момент постановки диагноза. В результате активации 3 путей комплемента, 

образуются хемоаттрактанты С3а и С5а, которые способствуют высвобождению большого количества цитоки-

нов, провоцируя «цитокиновый шторм». Цитокины повреждают стенку сосудистого эндотелия, делая ее бо-

лее проницаемой, что служит причиной запуска ДВС-синдрома и полиорганной недостаточности. Триггером 

асептического воспаления будет являться ишемия и реперфузия, возникающая из-за децентрализации крово-

тока и развития ДВС-синдрома. Контроль над работой комплемента осуществляет эндогенный ингибитор С1-

эстеразы, блокирующий классический путь активации и пристеночную систему коагуляции. Исследователи 

отмечают, что у животных и пациентов с сепсисом имеется значительный дефицит эндогенного C1-INH, что 

было подтверждено лабораторно и клинически. Впервые в клинике препарат C1-INH (Berinert, CSL Behring) 

появился более 25 лет назад и использовался для терапии наследственного ангионевротического отека (НАО). 

За последние 10 лет накопилось достаточное количество данных о применении C1-INH при иных патологиях, 

таких как инфаркт миокарда, ишемическая и реперфузионная травма и травмы, спровоцированные аппаратами 

искусственного кровообращения (ИК). Применение ингибитора С1-эстеразы на животных с сепсисом и в кли-

нических исследованиях показало свою эффективность и безопасность.

Ключевые слова: сепсис, септический шок, система комплемента, ишемия, реперфузия.
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NEW ASPECTS OF SEPSIS AND SEPTIC SHOCK PATHOGENESIS IN CHILDREN. 

THE COMPLEMENT SYSTEM AS TARGET FOR AN EFFECTIVE THERAPY

Prodeus A.P.a,b,c, Ustinova M.V.b,d, Korsunskiy A.A.a,d, Goncharov A.G.c

a Speransky Children’s Hospital No. 9, Moscow, Russian Federation
b Higher Medical School, Moscow, Russian Federation
c I. Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation
d I.M. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Nowadays sepsis is grave complication of infection end the cause of death reanimation. In this survey, we would 

like to emphasize the importance of the control over the activation over the compliment system. It has been proved of ani-

mal model a complement one of the key role in the development of hyperactive immunity response, later resulting in viola-

tion of immunity homeostasis. Mice which had C3–/–, C4–/– deficit, aft receiving a LPS dose intraperitoneallis showed 

a better survival to compare with the control group of animals. There exist clinical data which confirm active participation 

of the compliment in the chain of the septic process. The research showed the patient affected by sepsis, had protein C3 

and C4 concentration correlating which mortality at the time of diagnosis. The is chemoattractants, protein C3a and C5a, 

turn tube the result of complements pathway activation. The chemoattractants, provoke the extraction a big number of cy-

tokines. Vessels permeability increase and DIC-syndrome activation wis it, multiple organ dysfunction develops. Ishemia-

reperfusion launch triggers aseptic inflammation, which appears decentralization and DIC-syndrome. C1-INH controls 

the work of classical way complement and Hemostasis System. Researchers the deficit in C1-INH animals and patients 

affected bay sepsis, which is proved in laboratory and clinics. The remedy C1-INH (Berinert, CSL Behring) appeared 

over 25 years ago and was used and therapy hereditary angioedema. For the lasted years we accumulated a considerable 

quantity of fasts of C1-INH use which after pathologies: heart attack, Ischemia-reperfusion injury, trauma provoked by 

cardiopulmonary bypass. The use of C1-INH on animal models septic in clinical research their efficacy and safety.

Key words: sepsis, septic shock, the complement system, ischemia, reperfusion.

На протяжении веков, от Гиппократа 

до Н.И. Пирогова, сепсис вызывал особый ин-

терес. И в наше время этот вопрос не потерял 

своей актуальности из-за высокой летальности. 

Сепсис — жизнеугрожающая органная дис-

функция, вызванная дизрегуляцией ответа хо-

зяина на инфекцию [1].

Попадая в кровоток, бактерия уничтожа-

ется за счет фагоцитоза. При снижении реак-

тивности организма происходит массивное 

размножение инфекционных агентов, что про-

воцирует сдвиг баланса про- и противовос-

палительной систем в сторону воспаления. 

В большом количестве вырабатываются цито-

кины, что приводит к полиорганной недоста-

точности и смерти [6]. Система комплемента 

вносит огромный вклад в развитие этих про-

цессов. Являясь частью врожденного иммуни-

тета, она первая сталкивается с инфекционным 

агентом, проникшим в организм [2]. Существу-

ет три пути активации системы комплемента: 

классический, альтернативный и лектиновый. 

Классический путь активируется за счет об-

разования комплекса АГ-АТ (при участии IgG 

или IgM), что в дальнейшем приводит к расще-

плению белков С4 и С2 и образованию актив-

ной С3 конвертазы. Лектиновый путь приводит 

в действие комплекс MASPs-1 и MASPs-2 с MBL 

(манноза-связывающим лектином) на поверх-

ности бактерии; как и в классическом пути, об-

разуется активная С3 конвертаза [4, 10].

Альтернативный путь независимо от бакте-

рии инициируется пропептидином и циркули-

рующим комплексом С3bBb, что в свою очередь 

образует активную конвертазу С3. Далее весь 

каскад реакции идет по единому пути с расще-

плением С3 на С3a и C3b, а С3b, взаимодействует 

с циркулирующими C3bBb и C4bC2b, что образует 

активную С5 конвертазу. Подобно конструктору, 

происходит сборка на мембране бактериальной 

клетки МАК (мембрано-атакующего комплекса) 

из белков С5–9. МАК лизирует бактериальную 

клетку, а также участвует в апо птозе. В свою оче-

редь С3а и С5а, являясь мощными хемоаттрак-

тантами, активируют нейтрофилы и макрофаги, 

что приводит к выбросу цитокинов: IL-8, TNFα, 

а также высвобождению гистамина из тучных 

клеток [15, 19].

Система комплемента — важный участник 

иммунного ответа, от нее зависит эффективная 

нейтрализация чужеродного агента (вирусы, бак-

терии, грибы, паразиты) [15]. Было показано, что 

мыши, имевшие дефицит С3–/–, С4–/–, Btk–/–, 

RAD–/– более чувствительны к вводимому эн-

дотоксину, по сравнению с контрольной группой 

беспородных мышей. Лечение очищенным С3 

белком, приводило к повышению выживаемости 

животных в экспериментальной модели сепсиса 

[6, 12]. Важно отметить, что недоношенные дети 

имеют дефицит С1 и С4 белков комплемента, что 

объясняет их большую склонность к инициации 

сепсиса и септического шока [16].

При сепсисе происходит «сбой» адекватного 

ответа системы комплемента на инфекцию, что 

влечет за собой бесконтрольный выброс хемоат-

трактантов С3а и С5а, связывающихся с рецеп-
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торами на поверхности макрофагов и нейтро-

филов, способствуя высвобождению большого 

пула цитокинов [17]. Повреждается сосудистый 

эндотелий, усиливается его проницаемость 

за счет адгезии нейтрофилов, что способствует 

выходу жидкости во внесосудистое русло и при-

водит к нарушению микроциркуляции и отеку. 

В этот процесс вносят свой вклад тучные клет-

ки, из которых высвобождается гистамин. По-

врежденные эндотелиоциты начинают активно 

продуцировать NO, что приводит к вазодилята-

ции и следующей за ней вазоплегии, вследствие 

чего происходит падение артериального давле-

ния (АД). Из-за резкого падения АД, возникает 

децентрализация кровотока. Нарушается пери-

ферическое кровоснабжение органов, провоци-

руется гипоксия и ишемия тканей [9].

Белок С5а как один из ключевых звеньев 

сепсиса активирует пристеночную систему ко-

агуляции, а именно фактор XII и калликреин, 

что способствует возникновению микротром-

бозов и ДВС-синдрома [7].

Усугубляет ситуацию эндотоксический шок, 

спровоцированный массивным лизисом бакте-

рий и выбросом эндотоксина. Активация ККС, 

высвобождение брадикинина вносит свой 

вклад в развитие полиогранной недостаточнос-

ти и септического шока [17].

В эксперименте у крыс и мышей, имеющих 

дефицит С3–/– и С4–/–, показана наилучшая 

выживаемость в модели сепсиса и септического 

шока по сравнению с контрольной группой бес-

породных животных. Установлено, что у боль-

ных с сепсисом и септическим шоком достовер-

но повышен уровень С3 и С5 белков, что корре-

лировало с частотой летальных исходов у таких 

пациентов [10, 14, 15].

Существенное влияние оказывается ком-

плементом и в реперфузионном повреждении,  

следующим за ишемией. Во время ишемии 

происходит переключение гликолиза с аэроб-

ного пути на анаэробный, следствием является 

накопление активных форм кислорода и жир-

ных кислот. Последние вызывают перекисное 

окисление липидов и активируют лектиновый 

путь комплемента при участии IgM. Важным 

открытием было участие иммуноглобулинов 

в инициации реперфузионной травмы. Пока-

зано, что мыши, имеющие дефицит IgM, более 

устойчивы в модели ишемии и реперфузии, 

нежели животные конт рольной группы [11].

Хемоаттрактанты С3а и С5а связывают-

ся с рецепторами на поверхности макрофагов 

и нейтрофилов, благодаря чему высвобожда-

ются цитокины, которые инициируют асеп-

тическое воспаление. Из-за нарушения глико-

каликса, меняется заряд мембраны эндотелия, 

происходит адгезия нейтрофилов. Разрушение 

эндотелия приводит к синдрому капиллярной 

утечки, образованию МАК и апоптозу разру-

шенных эндотелиоцитов [6].

Исходя из патогенеза, нужно рассматривать 

систему комплемента как дополнительную 

мишень для терапии сепсиса и септического 

Рисунок 1. Краткий механизм развития полиорганной недостаточности при сепсисе

Figure 1. Brief mechanism of multiple organ failure in sepsis
Массивная бактериемия приводит к нарушению адекватного ответа системы комплемента на инфекцию, запуская 
сепсис. Комплемент-опосредованные механизмы приводят к повышенной сосудистой проницаемости, провоцируя 
ДВС-синдром, исходом которого будет полиорганная дисфункция.
Massive bacteremia leads to disruption of adequate complement system response to infection, sepsis running. Complement-
mediated mechanisms that lead to increased vascular permeability, causing DIC, whose outcome will multiple organ dysfunction.
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шока. Существует эндогенный ингибитор 

классического и лектинового пути комплемен-

та — ингибитор С1-эстеразы. По своей природе 

он относится к классу сериновых протеаз, на-

ряду с альфа-1-антитрипсином, антитромби-

ном. Вырабатывается фибробластами, моноци-

тами, макрофагами, эндотелиальными клет-

ками и амниотическими эндотелиальными 

клетками. Особенно важен его синтез в очаге 

воспаления для регуляции иммунного отве-

та комплемента. При сепсисе его синтез резко 

снижается, что было определено у пациентов 

и достоверно коррелировало с уровнем выжи-

ваемости. Помимо блокады комплемента, ин-

гибитор С1 эстеразы блокирует факторы XII, 

XIa, плазмин и каликренин, что останавливает 

тробообразование и препятствует  развитию 

ДВС-синдрома. В многочисленных доклини-

ческих моделях сепсиса у собак, мышей, крыс, 

кроликов и бабуинов, терапия высокими доза-

ми препарата С1-INH (Berinert, CSL Behring), 

доказала свою эффективность [3, 13]. Введение 

С1-INH септическим животным уменьшало 

лейкоцитарную инфильтрацию, сосудистую 

проницаемость и последствия реперфузионной 

травмы [18].

Препарат C1-INH был введен в клиническую 

практику более 25 лет назад для лечения на-

следственного ангионевротического отека, обу-

словленного дефектом эндогенного ингибито-

ра С1-эстеразы [8]. Важным аспектом является 

отсутствие токсического и иммуномодулирую-

щего действия препарата, вводимого живот-

ным, даже при двадцатикратном повышении 

дозы препарата. За последние двадцать лет на-

копилось большое количество информации 

об успешном использовании в клинических 

исследованиях С1-INH при сепсисе и тяжелом 

септическом шоке. Применение С1-ингибитора 

в высоких дозах нормализует показатели гемо-

динамики, уменьшает воспаление и синдром 

капиллярной утечки, снимает отеки [20].

Использование С1-INH у детей перед опера-

цией по коррекции пороков межжелудочковой 

перегородки с использованием аппарата искус-

ственного кровообращения положительно по-

влияло на послеоперационный период. В группе 

с С1-INH наблюдались лучшие показатели ок-

сигенации и меньший отек, спровоцированный 

синдромом капиллярной утечки. Механизм 

действия препарата и патофизиологические ме-

ханизмы отражены на рисунках 1 и 2 [5, 21].

Рисунок 2. Активация пристеночной системы коагуляции

Figure 2. Parietal activation of the coagulation system
При сепсисе белки комплемента С5а будут являться дополнительным звеном в запуске ДВС-синдрома, оказывая 
положительное действие на калликреин и XIIa фактор, что спровоцирует образование микротромбов. 
*АРС — активированный протеин С.
In sepsis, C5a complement proteins will be an additional link in the start of DIC, with positive effects on the kallikrein and factor 
XIIa that trigger the formation of microthrombi. *АРС — activated protein C.
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Выводы

Бесспорно, система комплемента занимает 

одну из главных мест в развитии воспаления 

любого генеза и участвует в регуляции иммуно-

логического гомеостаза, который значительно 

нарушен при сепсисе и септическом шоке. При-

менение C1-INН при сепсисе и септическом шоке 

может стать новым эффективным способом борь-

бы с развившимся ДВС-синдромом, исходя из 

патофизиологических механизмов и точек при-

ложения препарата. Положительный результат от 

терапии C1-INH у септичес ких больных дает ос-

нование полагать, что использование его у детей 

с сепсисом и ДВС-синдромом сможет не только 

снизить смертность, но и сократить срок пребы-

вания детей в отделении реанимации и интенсив-

ной терапии. В свою очередь остается открытым 

вопрос об использовании C1-INH при других па-

тологиях, которые опосредованы комплементом.

Рисунок 3. Механизм ишемического и реперфузионного повреждения

Figure 3. Mechanism of ischemic and reperfusion injury
Ишемия и реперфузия, возникшие из-за децентрализации кровотока, как инициаторы апоптоза и повышения 
сосудистой проницаемости эндотелия. Клетки, подвергшиеся ишемии и воздействию свободных форм кислорода, 
нежизнеспособны. Их апоптоз осуществляет комплемент через классический и лектиновый путь. С3а и С5а, 
взаимодействуя с рецепторами на макрофагах и нейтрофилах, приведут к большому выбросу цитокинов, что приведет 
к некрозу, а выделение из макрофагов TGB-β будет способствовать фиброзу. И, как дополнение, образование 
мембраноатакующих комплексов на ишемизированных клетках также приведет к апоптозу.
Ischemia and reperfuya, arising from the decentralization of blood flow, as initiators of apoptosis and enhance the vascular 
endothelial permeability. The cells were subjected to ischemia and the effects of reactive oxygen species, are not viable. 
They shall complement apoptosis through classical and lectin pathway. C3a and C5a interacting with receptors on macrophages 
and neutrophils lead to a large cytokine release that leads to necrosis and selection of TGB-β macrophages will promote fibrosis. 
And as a complement, the formation of membrane attack complexes in ischemic cells as regards to apoptosis.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

РАЗВИТИЯ ИНФЕКЦИИ ВИРУСОМ ГРИППА А 

ПОДТИПОВ Н1, Н5 И Н9 В МАКРОФАГАХ, 

ДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫХ ИЗ МОНОЦИТОВ 

ТНР-1

Т.М. Соколова, В.В. Полосков, А.Н. Шувалов, И.А. Руднева, Т.А. Тимофеева, 

Р.Р. Климова, О.В. Масалова, А.А. Кущ

ФГБУ Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи, подразделение 

НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского МЗ РФ, Москва, Россия

Резюме. Макрофаги (Мф) играют важную роль в патогенезе гриппозной инфекции, однако получение Мф 

в больших количествах затруднительно. В связи с этим в настоящей работе для изучения гриппозной инфек-

ции были использованы ТНР-1 моноциты, дифференцированные форболовым эфиром (РМА) в макрофаги 

(Мф). Дифференцированные клетки — ТНР-РМА Мф заражали пандемическим А(H1N1)pdm09 и птичьими 

вирусами гриппа А(H5N2) и A(H9N2). Обнаружены различия в уровнях проникновения вирусных РНК (ген 

М1) и белков нуклеокапсида (NP) исследованных вирусов. Уровни экспрессии вирусных РНК и белков были 

значительно выше в клетках, зараженных птичьими вирусами, по сравнению с пандемическим. Особый ин-

терес представляет феномен длительного внутриклеточного присутствия вирусных РНК и ядерная локали-

зация белка NP. Однако инфекционной и гемагглютинирующей активности вирусов всех изученных под-

типов в культуральной жидкости вплоть до 96 ч обнаружено не было. Это указывает на абортивный характер 

гриппозной инфекции в ТНР-РМА Мф. Тем самым Мф выполняет особую функцию депонирования вирус-

ных компонентов и доставки их в места воспаления. Блокирующий механизм у вирусов гриппа А человека 

и птиц с разной патогенностью может различаться вследствие существования многообразных механизмов 

ускользания от иммунного ответа. В результате заражения человеческим вирусом А(H1N1)pdm09 инфекция 

развивалась медленно и к 72 ч вызывала гибель 25% клеток, тогда как при заражении птичьими вирусами уже 

через 24 ч наблюдалась гибель 50% клеток и к 72 ч все ТНР-РМА Мф погибали. Предобработка рекомбинант-

ным IFNα2b оказывала защитный эффект, подавляя накопление NP белка вируса А(H5N2) в ядрах ТНР-РМА 

Мф. Полученные данные позволяют заключить, что одной из причин различного течения и исхода гриппоз-

ной инфекции при заражении человека вирусами гриппа А является чувствительность макрофагов человека 

к вирусам гриппа птиц подтипов Н5 и Н9 по сравнению с пандемическим вирусом. Наш результат на модели 

ТНР-РМА Мф согласуется с сообщениями о блокировании этапов высвобождения инфекционных вирионов 

гриппа А в первичных культурах моноцитарных и альвеолярных Мф. Массивная гибель Мф, вызываемая ви-

русами гриппа птиц, объясняет их высокую патогенность.

Ключевые слова: инфекция, вирусы гриппа A, ТНР-РМА макрофаги, цитопатогенное действие, вирусные РНК, NP-белки.
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COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE DEVELOPMENT OF INFLUENZA INFECTION 

IN MACROPHAGES DIFFERENTIATED FROM MONOCYTES OF THP-1 (INFLUENZA A VIRUSES 

OF SUBTYPES H1, H5 AND H9)

Sokolova T.M., Poloskov V.V., Shuvalov A.N., Rudneva I.A., Timofeeva T.A., Klimova R.R., Masalova O.V., Kushch A.A.

N.F. Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Macrophages (Mf) play an important role in the pathogenesis of influenza infection, but the obtaining of Mf 

in large quantities is difficult. In connection with this, in the present study, THP-1 monocytes differentiated by phorbol 

ether (PMA) into macrophages (MF) were used to study influenza infection. Differentiated cells — THP-PMA Mf were 

infected with pandemic А(H1N1)pdm09 and avian influenza A viruses H5N2 and H9N2. Differences in the levels of pen-

etration of viral RNA (gene M1) and nucleocapsid (NP) proteins of the investigated viruses were found. The levels of ex-

pression of viral RNA and proteins were significantly higher in cells infected with avian viruses compared to pandemic 

viruses. Of particular interest is the phenomenon of prolonged intracellular presence of viral RNAs and nuclear localiza-

tion of NP protein. However, no infectious or haemagglutinating activity of the virus of all subtypes studied in the culture 

liquid was detected up to 96 h. This indicates the abortive nature of influenza infection in THP-PMA Mf. Thus, MF 

performs a special function of depositing viral components and delivering them to the sites of inflammation. The blocking 

mechanism in human and avian influenza A viruses with different pathogenicity may differ, due to the existence of mul-

tiple mechanisms of escape from the immune response. As a result of infection with the human virus А(H1N1)pdm09, 

the infection developed slowly and caused death of 25% of the cells by 72 h, whereas in the case of infection with avian 

viruses, 50% of the cells died after 24 hours and by 72 h all the THP-PMA MF died. Preprocessing with recombinant 

IFNα2b had a protective effect, suppressing the accumulation of the NP protein of the A/H5N2 virus in the THP-PMA 

Mf nuclei. The obtained data allow us to conclude that one of the reasons for the different course and outcome of influenza 

infection in human infection with influenza A viruses is the sensitivity of human macrophages to avian influenza viruses 

of subtypes H5 and H9 as compared to the pandemic virus. Our result on the THP-PMA Mf model is consistent with 

reports on the blocking of the stages of the release of infectious influenza A virions in primary cultures of monocytic and 

alveolar MF. Massive death of MF caused by avian influenza viruses explains their high pathogenicity.

Key words: infection, influenza A viruses, THP-PMA macrophages, cytopathogenic effect, intracellular level, viral RNAs, NP proteins.

Вирусы гриппа А(H1N1) вызвали крупные 

пандемии 1918 и 2009 гг., вирусы гриппа птиц под-

типов Н5, Н7 и H9 становились причиной спора-

дических случаев заболеваний у людей с высо-

кой смертностью среди населения в разных стра-

нах мира, начиная с 90-х гг. [26]. Человеческие 

и птичьи вирусы гриппа имеют разную рецеп-

торную специфичность. Большинство высоко-

патогенных птичьих вирусов, включая выде-

ленные от человека, связываются с клеточными 

рецепторами «птичьего» типа (Neu5Acα2-3Gal), 

но не связываются с рецепторами «человече-

ского» типа (Neu5Acα2-6Gal). Эти различия 

служат основным объяснением ограниченной 

трансмиссии вирусов гриппа птиц к человеку. 

Дополнительно на макрофагах (Мф) и дендрит-

ных клетках (Дк) есть специализированные ре-

цепторы семейства CRLs (C-type lectin receptor), 

используемые вирусами гриппа для усиления 

проникновении внутрь клеток [16]. В чувстви-

тельных эпителиальных клетках вирусы грип-

па А вызывают высокопродуктивную инфекцию 

с освобождением инфекционного вируса [18]. 

Эффективность развития гриппозной инфек-

ции в клетках иммунной системы Мф и Дк мо-

жет быть различной, и причина различий оста-

ется предметом дискуссий.

По данным ряда исследователей вирусы грип-

па А(H1N1) и A(H3N2) (сезонные и пандемичес-

кие варианты) вызывают в человеческих Мф, 

произошедших из моноцитов периферической 

крови (MMФ), и в альвеолярных Мф (АМФ) 

преимущественно абортивную инфекцию, хотя 

некоторые высокопатогенные штаммы H5N1 

способны давать инфекционное потомство [20, 

27]. Стадии, на которых прерывается вирусная 

инфекция в Мф, а также механизмы, участву-

ющие в рестрикции, точно не определены. Тем 

не менее, зараженные вирусами гриппа клетки 

вызывают дифференцировку моноцитов в Мф 

[24]. Клетки ТНР-1 представляют удобную мо-

дель для изучения действия вирусов на иммун-

ную систему, так как моноциты периферической 

крови и тканевые макрофаги трудно получить 

в количествах, необходимых для масштабных 

экспериментов [9]. Нами для изучения развития 

гриппозной инфекции, использованы ТНР-1 

моноциты, дифференцированные форболовым 

эфиром (РМА) в Мф (ТНР-РМА Мф). Процесс 

дифференцировки влияет на чувствительность 

моноцитов и макрофагов к вирусам гриппа [13, 

24]. По свойствам ТНР-РМА Мф похожи на пер-

вичные моноцитарные Мф (ММф), получен-

ные из клеток крови доноров [10]. Цель работы 

состояла в сравнительном анализе развития 

гриппозной инфекции, вызванной вирусами 

гриппа А разных подтипов, а также в оценке ци-

топатического действия пандемического вируса 

гриппа А(Н1N1)pdm09 и вирусов гриппа птиц 

А(H5N2) и A(H9N2) на макрофаги. Для этого 

изу чали динамику экспрессии гена М1 и белка 

NP в клетках ТНР-РМА Мф, зараженных челове-

ческим и птичьими вирусами гриппа А с разны-

ми подтипами гемагглютининов (H1, H5 и H9).
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Материалы и методы

Вирусы. Штаммы вирусов гриппа А/IIV-Mos-

cow/01/09(H1N1)sw1 [3]; A/Mallard/Pennsyl vania/

10218/84-MA(H5N2) [21] и A/Swine/Hong Kong/9/

98-MA(Н9N2) [15] с разной антигенной и рецеп-

торной специфичностью [7] получены из лабо-

ратории физиологии вирусов Подразделения 

«НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского» ФГБУ 

«ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» МЗ РФ. Вирусы 

были размножены в 10-дневных куриных эмбри-

онах и исследованы на инфекционную, антиген-

ную, рецепторсвязывающую и гемагглютиниру-

ющую активности (табл. 1). Вирусы хранили при 

–80°С в аликвотах по 0,5 мл.

Клетки THP-1, выделенные от больного 

с острым моноцитарным лейкозом (АТСС TIB-

202) [23], получены из коллекции клеточных 

культур лаборатории экспериментальной диа-

гностики РОНЦ им. Н.Н. Блохина. Ранее эта 

клеточная линия охарактеризована нами в от-

ношении уровней экспрессии генов TLR/RLR-

рецепторов и представленности в популяции 

CD-фенотипов [5]. Количество и жизнеспо-

собность клеток определяли в тесте исключе-

ния красителя с помощью трипанового синего. 

Подсчет клеток проводили в автоматическом 

счетчике клеток (BioRad TC-20). Суспензию кле-

ток ТНР-1 пересевали с концентрацией 2 × 105 

клеток/мл в среде RPMI-1640 с глютамином, 10% 

эмбриональной сывороткой телят и антибио-

тиками в пластиковых матрацах 25 см2 (Costar, 

США). Изображения живых клеток получа-

ли с помощью инвертированного микроскопа 

Olympus (Япония) при увеличении ×400.

Обработка клеток ТНР-1 для получения макро-
фагов. ТНР-1 клетки были дифференцированы 

в макрофаги добавлением 50-100 нг/мл рhorbol-

12-myristate 13-acetate (PMA, Р1585, Sigma-Aldrich, 

США) в течение 5 дней согласно [10] и обозначе-

ны как ТНР-РМА Мф.

Заражение вирусами гриппа А ТНР-РМА ма-
крофагов. Аллантоисные варианты вирусов, 

приготовленные в 10-дневных куриных эмбрио-

нах, разводили в среде RPMI-1640 до концентра-

ции 64 ГА/мл и добавляли к адгезивным культу-

рам Мф (адсорбция 1 ч при 37°С). Несвязанный 

с клетками вирус дважды отмывали. К конт-

рольным клеткам образцы вирусов не добав-

ляли. Обработку препаратом рекомбинантного 

IFNα2 (Реаферон-ЕС липинт) 5 × 104 ед/мл про-

водили в течение 1 ч при 37°C до заражения ви-

русом H5N2, затем интерферон удаляли.

Зараженные и контрольные клетки инкуби-

ровали в среде RPMI-1640 без сыворотки с до-

бавлением трипсина-ТРСК (Tosyl phenylalanyl 

chloromethyl ketone) в течение 24, 48, 72 и 96 ч при 

37°С. В динамике инфекции в культуральной 

жидкости определяли инфекционную и гемаг-

глютинирующую активности. В клетках оцени-

вали развитие цитопатогенного действия (ЦПД).

Титрование инфекционности вирусов грип-

па проводили на чувствительных клетках 

CaCo-2 (ATCC США, приготовленные в РОНЦ 

им. Н.Н. Блохина) микрометодом в 96-луночных 

планшетах [14]. Делали 4-кратные разведения 

вируссодержащих культуральных жидкостей 

(ВКЖ), собранных в динамике инфекции — че-

рез 24, 48 и 72 ч. Пробы инкубировали с клетка-

ми без добавления трипсина-ТРСК в атмосфере 

5% СО2. Результат цитопатического действия 

оценивали через 48 ч под световым микроско-

пом, определяя концентрацию, при которой по-

гибали 50% клеток (TCID50), и выражали вели-

чиной обратного разведения ВКЖ.

Реакция гемагглютинации куриных эритроци-

тов. К 2-кратным разведениям культуральных 

вирусов в круглодонных микроплатах добавля-

ли на 30 мин 0,75% взвесь куриных эритроцитов 

в физиологическом растворе NaCl при pH 7,0. 

Результат учитывали визуально стандартным 

методом.

Выделение вирусных РНК. Суммарную РНК 

выделяли из контрольных и зараженных виру-

сами клеток, лизированных реагентом PureZol 

(Bio-Rad, США, Cat#732-6890) согласно ин-

струкции производителя. ДНК удаляли ДНК-

азой с помощью набора «RNA-free» (Ambion, 

США). На матрице РНК получали кДНК в объ-

еме 30 мкл в реакции обратной транскрипции 

(ОТ) со случайными праймерами. Использовали 

фермент MMuLV и 5х буфер ОТ, ингибитор 

RNAsin и 4 вида dNTP (Promega, США).

Метод ОТ-ПЦР в реальном времени. Полу чен-

ную кДНК в разведении 1/3 и 1/6 тестировали 

в количественной ПЦР с парами специ фических 

олигонуклеотидных праймеров. Использовали 

2-кратную смесь SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-

Rad, США). ПЦР ставили на приборе CFX-96 

(Bio-Rad, США) в режиме реального времени. 

Таблица 1. Свойства вирусов гриппа А подтипов Н1, Н5 и Н9

Table 1. Properties of influenza A viruses of subtypes H1, H5 and H9

Штаммы вирусов гриппа А*

Strains influenza A virus*
Адаптация к мышам

Adaptation to mice
Тип рецептора

Receptor's type 
Титр ГА/TCID50**

Titer HA/TCID50**
Ссылки

References
H1N1/Moscow/IIV01/2009 – α2,6-gal 256/256 [7]
H5N2/Mallard/Pennsylvania/10218/84-MA + α2,3-gal 512/256 [1, 21]
H9N2/Swine/Hong Kong/9/98-MA + α2,3-gal 1024/1024 [19]

Примечания. *Вирусы получены размножением в 10-дневных куриных эмбрионах; **инфекционный титр ТСID50 в клетках Сасо-2.
Notes. *Viruses are obtained by multiplying in 10-day embryonated chicken eggs; **infectious titer of TCID50 in Caco-2 cells.



28

Инфекция и иммунитетТ.М. Соколова и др.

Протокол ПЦР: 96°С 2 мин, далее 55 циклов 

94°С, 10 с, 50–54°С 20 с, 72°С 30 с. Пороговые 

циклы (Cq) регистрировали в логарифмической 

фазе нарастания сигнала флюоресценции кра-

сителя EvaGreen. Относительная оценка уров-

ней экспрессии генов (дельтаCq) сделана в про-

грамме CFX Manager «Gene expression analysis» 

в автоматичес ком режиме с определением сред-

них значений и стандартных отклонений в по-

вторных образцах. В конечной точке ПЦР уста-

навливали специфичность ДНК-амплификатов 

по температурным пикам плавления и размерам 

ПЦР-продуктов (электрофорез в 1,5% агарозном 

геле с бромистым этидием).

ПЦР-праймеры к консервативному 7 сег-

менту РНК (ген М1) вирусов гриппа A описаны 

в литературе [11] и использованы в настоящей 

работе. Синтез праймеров выполнен фирмой 

«Синтол» (Россия). М1-праймеры дают специ-

фические ДНК-продукты размером 245 п.н. с ис-

следованными человеческими и птичьими виру-

сами гриппа А.

Иммунофлюоресцентный анализ белка NP ви-

руса гриппа А. Макрофаг-подобные клетки ТНР-1 

выращивали в присутствии РМА в концентрации 

50 нг/мл в течение 5 дней на стек лах с полилизи-

ном при 37°С в ростовой среде RPM1-1640 в атмос-

фере 5% СО2. Опытные варианты заражали виру-

сами гриппа А подтипов Н1, Н5 и Н9 как описано 

выше, контрольные оставляли незараженными. 

После инкубации 24 ч при 37°С в питательной 

среде RPM1-1640 стекла с клетками тщательно 

отмывали в 0,1М фосфатном буфере (ФБ) и под-

сушивали. Клетки последовательно фиксирова-

ли в холодных 96% этаноле и ацетоне по 5 мин. 

Клетки блокировали от неспецифического свя-

зывания 2% БСА в 0,1 М ФБ и затем на них на-

носили специфические мышиные моноклональ-

ные антитела (МКА7F5, изотип IgG2, разведение 

1/100) к NP вируса гриппа H1N1 на 30 мин при 

37°С [2]. Клетки, отмытые от NP-МКА раство-

ром ФБ, инкубировали с антимышиными FITC-

меченными МКА (IgG2 Alexa Fluro-488, разве-

дение 1/100, Invitrogen, США), 30 мин при 20°С. 

Для окраски клеточных ядер использован Hoechst 

33258 (Sigma, США) в разведении 1/100. После 

каждого этапа окраски клетки трехкратно отмы-

вали. Препараты анализировали с использовани-

ем флюоресцентного микроскопа Axio Scope (Carl 

Zeiss, Германия) при увеличении в 200 раз.

Результаты

Цитопатогенное действие вирусов гриппа А 

на ТHР-РМА макрофаги. В ТНР-РМА Мф, за-

раженных птичьими вирусами гриппа А(H5N2) 

и A(H9N2) в дозе 64 ГА ед/мл, через 24 ч наблю-

дались внутриклеточные гранулы (выраженная 

зернистость) и другие признаки цитопатогенного 

действия (ЦПД) — изменение размеров, формы 

клеток и проницаемости мембраны. ЦПД виру-

са A(Н1N1)pdm09 развивалось медленно, и через 

24 ч инфекции этим вирусом морфология зара-

женных Мф не отличалась от контроля (рис. 1).

При многоцикловой гриппозной инфекции 

в среду культивирования добавляли протеаз-

ный ингибитор ТРСК — трипсин в дозе 1,2 мкг/

мл. ЦПД птичьих вирусов было максимальным 

к 72 ч, когда гибель клеток достигала 100%, ЦПД 

человеческого вируса было значительно слабее: 

к 96 ч инфекции гибель составляла 50% (табл. 2).

В культуральной жидкости ТНР-РМА Мф, 

зараженных 3-мя исследованными вирусами 

гриппа, инфекционная активность не обнару-

жена на всех сроках инфекции 24–96 ч (< 4 ед 

TCID50 в клетках Сасо-2). Реакция ГА с курины-

ми эритроцитами также дала отрицательный ре-

зультат (< 2 ГА ед/мл).

Уровни экспрессии РНК вирусов гриппа в ТНР-

РМА макрофагах. Изучение внутриклеточ-

ных уровней РНК вирусов гриппа H1N1, H5N2 

и H9N2 с праймерами к гену М1 показало 

(рис. 2А), что уровни вирусных РНК-М1 в Мф вы-

сокие и существенно не изменяются в динами-

ке инфекции. Результаты электрофореза в 1,5% 

агарозном геле подтверждают специфичность 

полученных ПЦР-продуктов генов М1 вирусов 

подтипов Н1, Н5 и Н9 (рис. 2Б). Уровни содер-

жания РНК-М1 птичьих вирусов H9N2 и H5N2 

(Cq16-19) оказались значительно выше, чем че-

ловеческого H1N1pdm (Cq 26-29). Расчет уровней 

РНК вирусов в динамике инфекции показывает, 

что накопление птичьих вирусов H9N2 и H5N2 

происходит быстрее относительно РНК вируса 

H1N1pdm (табл. 3). Проникшие вирусные РНК 

длительно (по крайней мере в течение 3 сут) со-

храняются в Мф.

Выявление NP-белков вирусов гриппа в ТНР-

РМА макрофагах. Результаты исследования ме-

тодом иммунофлюоресценции белка NP в ТНР-

РМА Мф через 24 ч после заражения вирусами 

подтипов Н1, Н5 и Н9 приведены на рис. 3 (III об-

ложка). Использовали моноклональные антитела 

МКА7F5 к консервативному участку белка NP 

вирусов гриппа А [2]. В контрольных ТНР-РМА 

Мф белок NР не выявлялся. В Мф, зараженных 

пандемическим вирусом H1N1, выявлены еди-

ничные клетки с NP белком (зеленый) среди мно-

жества клеток, не содержащих белок и идентифи-

цированных по окраске ядер Hoechst 33258.

Иная картина наблюдалась в Мф, заражен-

ных вирусом H5N2. На фоне выраженной кле-

точной деструкции, вызванной вирусом H5N2, 

в большинстве неразрушенных клеток была 

обнаружена метка, свидетельствующая о ло-

кализации вирусного белка NP в цитоплаз-

ме и в ядрах. Обработка Мф IFNα2 в дозе 5 × 

104 МЕ/мл за 1 ч до заражения вирусом H5N2 

снижала число клеток с NP белком до единич-

ных. При этом в обработанных IFN зараженных 

клетках наблюдался антивирусный эффект, 

который проявлялся заметным снижением ко-
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личества клеток с вирусным NP-белком в ци-

топлазме и в ядрах. Антивирусный эффект IFN 

проявлялся также в значительном увеличении 

количества жизнеспособных клеток с нормаль-

ной морфологией.

В ТНР-РМА Мф, зараженных вирусом H9N2, 

белок NP выявлялся несколько слабее (по интен-

сивности флюоресценции), чем в зараженных 

вирусом H5N2. Ранее было показано, что МКА 

7F5 активно взаимодействуют в ИФА с широким 

набором вирусов гриппа А человека и животных 

различных подтипов [2], но с вирусом подтипа 

Н9 не были изучены. Возможно, полученные 

результаты могут объясняться меньшей аффин-

ностью взаимодействия МКА 7F5 с NP вируса 

гриппа А подтипа Н9 по сравнению с другими 

изученными подтипами вируса А. Не исключено 

также, что эпитоп, с которым взаимодействует 

МКА 7F5, по-разному экспонирован на белке 

NP вируса H9N2 и 2-х других исследованных ви-

русов гриппа.

Обсуждение

Для анализа развития гриппозной инфек-

ции в настоящей работе применена клеточная 

модель ТНР-РМА макрофагов, которая по ха-

рактеристикам напоминает активированные 

моноцитарные макрофаги из периферической 

крови типа М1 [10]. В активированных ТНР-

РМА Мф нами ранее показаны высокие уровни 

экспрессии генов TLR/RLR-рецепторов и про-

дукции воспалительных цитокинов, что ука-

зывает на существенную роль Мф в иммунных 

реакциях на вирусные патогены. Под действием 

РМА суспензионная культура ТНР-1 моноцитов 

приобретает адгезивные свойства, макрофаг-

подобную морфологию и фенотип макрофа-

гов М1 [10]. Механизмы активации моноцитов 

и их дифференцировки связаны с активацией 

группы киназ, прежде всего протеинкиназы С, 

а также АМPК и Syk [8, 22]. Наши исследования 

в ТНР-РМА МФ с вирусами гриппа A подти-

пов H1, H5 H9 с рецепторной специфичностью 

«человеческого» (Neu5Acα2-6Gal) и «птичьего» 

(Neu5Acα2-3Gal) типов показали, что инфек-

ция имеет абортивный характер и не сопро-

вождается выходом из клеток инфекционных 

вирионов вплоть до 96 ч (время наблюдения). 

Полученный результат на модели ТНР-РМА Мф 

согласуется с сообщениями о блокировании эта-

пов высвобождения инфекционных вирионов 

гриппа А в первичных культурах моноцитарных 

(ММф) и альвеолярных (АМф) макрофагов [17, 

20, 25]. Латентная форма инфекции наблюда-

лась и в культурах моноцитов ТНР-1 и U-937 при 

низкой множественности инфекции вируса-

ми гриппа H3N2 (Брисбен 10/07) и H1N1pdm09 

(Санкт-Петербург, 2009) [4]. По мнению ряда 

исследователей наиболее вероятная стадия 

блока репликации птичьих вирусов гриппа 

в ММф и АМф — сборка вирионов [17, 20, 25]. 

Таблица 2. Цитопатогенное действие вирусов гриппа А на ТНР-РМА макрофаги

Table 2. Cytopathogenic effect of influenza A viruses on THP-PMA macrophages

Название штаммов вирусов гриппа А

Name of strains of influenza A viruses
Доза заражения, ГА ед.

Dose infection, HA unit
Цитопатический эффект*/Cytopathic effect*

24 ч/24 h 48 ч/48 h 72 ч/72 h 96 ч/96 h

Контроль клеток/Cell Control 0 0 0 0 0
H1N1/Moscow/IIV01/2009 64 0 25 25 50
H5N2/Mallard/Pennsylvania/10218/84 64 50 75 100 100
H9N2/Swine/HongKong/9/98 64 50 75 100 100

Примечание. *Процент нежизнеспособных клеток к общему количеству клеток.
Note. *Percent of not viable cells to the total cell number.

Рисунок 1. Цитопатогенное действие вирусов гриппа А на клетки ТНР-РМА. Мф через 24 ч после 

заражения

Figure 1. The cytopathogenic effect of influenza A viruses in THP-PMA. Mf 24 h after infection

контроль/control H1N1pdm09 H5N2 H9N2
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Блокирующий механизм у вирусов гриппа А 

с разной патогенностью может различаться 

вслед ствие существования многообразных ме-

ханизмов ускользания от иммунного ответа [18].

Важно отметить различия в абортивном те-

чении инфекции пандемическим H1N1 (2009 г.) 

и птичьими вирусами H5N2 и H9N2. Вирусы 

отличаются уровнями проникновения и экс-

прессии вирусной РНК (ген М1) и белка ну-

клеокапсида (NP). Птичьи вирусы с подтипами 

гемагглютининов Н5N2 и Н9N2 эффективно 

взаимодействуют с активированными Мф и вы-

зывают в них быстрое цитодеструктивное дей-

ствие. Человеческий вирус Н1N1pdm09 прони-

кает в такие Мф медленно и до 72 ч не вызывает 

гибели клеток. Предобработка ТНР-РМА Мф 

рекомбинантным IFNα2 оказывает защитный 

эффект, подавляя накопление NP белка виру-

са H5N2 в ядрах Мф. По данным литературы 

проникновение птичьих вирусов гриппа H5N2 

и H9N2 связано не только с рецепторной ак-

тивностью гемагглютинина, но и с использова-

нием ими дополнительных рецепторов, усили-

вающих связывание с Мф, а также эндоцитоза 

(C-тип лектины и Fc-иммуноглобулины) [12, 16]. 

Рекомбинантный пандемический вирус грип-

па А(H1N1) с геном гемагглютинина птичьего 

вируса H5N1, приобретал способность размно-

жаться в Мф продуктивно [17].

Особый интерес представляет феномен дли-

тельного внутриклеточного присутствия вирус-

ных РНК и ядерная локализация белка NP. Тем 

самым Мф выполняет особую функцию депо-

нирования вирусных компонентов и доставки 

их в места воспаления [18]. Подобная картина 

с вирионными РНК вируса H5N1 и его эскейп-

мутанта в динамике наблюдения описана нами 

ранее в лимфоцитах 2-х доноров [6]. Начиная 

с ранних сроков инфекции, в лимфоцитах выяв-

лялись вирионные РНК ГА и их количество ме-

нялось незначительно до 48 ч. При этом в куль-

туральной жидкости лимфоцитов ни гемагглю-

тинирующей активности, ни инфекционного 

вируса не было обнаружено.

Полученные данные показали, что различное 

течение и исход гриппозной инфекции при зара-

жении человека вирусом гриппа А подтипов Н5 

и Н9 или вирусом гриппа A(H1N1)pdm09, явля-

ется следствием быстрой и массированной гибе-

ли макрофагов человека при заражении вируса-

ми гриппа птиц по сравнению с пандемическим 

вирусо м. Необходимы дальнейшие исследова-

ния влияния вирусных нуклеиновых кислот 

и белков на иммунные функции Мф, которые 

позволят раскрыть молекулярные и клеточные 

механизмы регуляции гриппозной инфекции 

в иммунокомпетентных клетках.

Рисунок 2. Внутриклеточные уровни вирусных РНК М1 в ТНР-РМА макрофагах в динамике инфекции

Figure 2. Intracellular levels of viral RNA M1 in THP-PMA macrophages in the course of infection
А) ОТ-ПЦР РНК-М1. Сроки инфекции: 24 ч (1), 48 ч (2), 72 ч (3). Б) электрофорез ПЦР-продуктов в 1,5% агарозном геле 
с бромистым этидием. Размер специфического ДНК-амплификата 245 п.н., М — маркеры молекулярной массы.
A) RT-PCR RNA M1. Infection time is 24 h (1), 48 h (2), 72 h (3). B) electrophoresis of PCR products in a 1.5% agarose gel with 
ethidium bromide. The size of the specific DNA amplificatе is 245 bp, M — markers of molecular weight.

А (A)

Б (B)

Таблица 3. Относительные уровни РНК М1 

в ТНР-РМА макрофагах в динамике инфекции 

вирусами гриппа А разных подтипов

Table 3. Relative levels of M1 RNA in THP-PMA 
macrophages in dynamics of infection with influenza A 
viruses of different subtypes

Вирусы гриппа А

Influenza A viruses
deltaCq РНК-М1*/deltaCq RNA-M1*

24 ч/24 h 48 ч/48 h 72 ч/72 h
H1N1pdm* 1±0,8 2±1,5 16±1,7
H5N2 512±12 496±14 256±16
H9N2 4096±43 512±11 512±14

Примечание. *ДельтаCq±SD рассчитаны в программе «Gene 
expression manager CFX-96» относительно РНК М1 вируса A(H1N1)
pdm09 в 3-х повторных образцах на сроке 24 ч после заражения.
Note. *DeltaCq±SD are calculated in the “Gene expression manager 
CFX-96” program relatively M1 RNA virus A(H1N1)pdm09 in 3 replicate 
samples at a time of 24 h after infection.
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ОСОБЕННОСТИ β-ЛАКТАМАЗНОЙ 

АКТИВНОСТИ СРЕДНЕАЗИАТСКОГО ПОДВИДА 

ТУЛЯРЕМИЙНОГО МИКРОБА

И.В. Бахтеева, Т.Б. Кравченко, А.К. Рябко, Г.М. Титарева, И.О. Лев, 

А.Н. Мокриевич, В.С. Тимофеев

Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии, п. Оболенск, Россия

Резюме. Возбудителем туляремии является мелкая грамотрицательная бактерия Francisella tularensis. Этот вид 

делится на четыре подвида: ssp. tularensis, holarctica, mediasiatica и novicida, которые различаются по географи-

ческому ареалу распространения, вирулентности и эпидемиологическому потенциалу. До недавнего времени 

на территории РФ выявлялся только подвид holarctica. Однако в 2013 г. на Алтае был обнаружен природный 

очаг туляремии, в котором циркулируют штаммы F. tularensis subsp. mediasiatica, выделяемые ранее только 

в Средней Азии. Данные лабораторных исследований свидетельствуют о способности штаммов этого подвида 

вызвать инфекцию у кроликов и мышей, сравнимую по тяжести с инфекцией, вызываемой штаммами голар-

ктического подвида. Однако вирулентность и эпидемическая опасность среднеазиатского подвида F. tularensis 

для человека до сих пор остается неопределенной, так как случаев туляремии у человека, вызванных штамма-

ми этого подвида, не было зарегистрировано, что может быть связано с особенностями его географического 

распространения — и Средняя Азия, и Горный Алтай являются крайне редконаселенными регионами. Ос-

новным фенотипическим признаком этого подвида является отсутствие активности фермента β-лактамазы, 

отвечающего за природную устойчивость к β-лактамным антибиотикам (пенициллинам, цефалоспоринам 

и карбапенемам). При этом, несмотря на отсутствие детектируемой ферментативной активности, штаммы 

среднеазиатского подвида сохраняют устойчивость к этим антибиотикам. В настоящей статье мы приводим 

данные о том, что штаммы F. tularensis subsp. mediasiatica, вопреки общепринятым представлениям, обладают 

β-лактамазной активностью, но при этом скорость гидролиза β-лактамов значительно снижена по сравне-

нию со штаммами подвида holarctica. Кроме того, при снижении количества микробных клеток в питательной 

среде начинает проявляться и антибиотикочувствительность. Мы выявили единственную подвидоспеци-

фичную для subsp. mediasiatica нуклеотидную замену G/A в 290 положении гена blaB, кодирующего актив-

ную сериновую β-лактамазу. Эта замена приводит к аминокислотной замене Gly на Arg в 97 положении белка 

BlaB. Мы полагаем, что данная замена является наиболее вероятной причиной снижения активности этого 

фермента, обусловливая возможные конформационные изменения, приводящие либо к снижению сродства 

фермента к субстрату, либо к увеличению времени существования фермент-субстратного комплекса. Выяв-

ленная замена послужила основой для разработки аллель-специфичного ПЦР-теста, позволяющего опреде-

лить принадлежность исследуемого штамма F. tularensis к подвиду mediasiatica.

Ключевые слова: Fransisella tularensis, среднеазиатский подвид, β-лактамазная активность, антибиотикоустойчивость, 

гены β-лактамаз, генетическое разнообразие.
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FEATURES OF BETA-LACTAMASE ACTIVITY IN FRANCISELLA TULARENSIS subsp. MEDIASIATICA

Bakhteeva I.V., Kravchenko T.B., Ryabko A.K., Titareva G.M., Lev I.O., Mokrievich A.N., Timofeev V.S.

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russian Federation

Abstract. Small Gram-negative bacteria Francisella tularensis is the tularemia causative agent. This species subdivides 

on four subspecies — ssp. tularensis, holarctica, mediasiatica and novicida, which have some differences in their distribu-

tion areas, pathogenicity and epidemical potencial. Until recently only subspecies holarctica was found on the territory 

of the Russian Federation, but in 2013 a natural focus of tularemia in which circulates F. tularensis subsp. mediasiatica 

was found on the Altai. Till now this subspecies was found only in Central Asia. The data of laboratory studies indicate 

the ability of strains of this subspecies to cause infection in rabbits and mice which is comparable in severity to infection 

caused by subsp. holarctica strains. However, the virulence of F. tularensis subsp. mediasiatica for humans and its epidemi-

cal potential are still unclear, since no cases of human infection caused by the strains of this subspecies have been recorded, 

probably due to the geographical aspects — mountainous Altai and Central Asia are extremely sparsely populated regions. 

The main phenotypic feature of this subspecies is the lack of activity of β-lactamase, which is responsible for the natural 

resistance to β-lactam antibiotics (penicillins, cephalosporins and carbapenems). Despite the absence of detectable en-

zymatic activity, subsp. mediasiatica strains are resistant to these antibiotics. In this article we report that subsp. mediasi-

atica strains have β-lactamase activity despite to current opinion, but the of β-lactams hydrolysis rate is much more lower 

in comparison with reaction rate of subs. holarctica strains. In addition, in case of a decrease of the microbial cells number 

in the nutrient medium, antibiotic susceptibility appears. We identified a single specific for subsp. mediasiatica nucleotide 

substitution G/A at the 290 position of the blaB gene, which encodes the active serine β-lactamase. This substitution leads 

to the amino acid substitution Gly/Arg at the 97 position of the protein BlaB. We assume, that enzymatic activity decreas-

ing is the most likely caused by this substitution), for example it may cause some conformational changes leading either 

to enzyme — substrate affinity decreasing or to in the lifetime of the enzyme-substrate complex increasing. On the basis 

of the found nucleotide substitution, we developed an allele-specific PCR test that makes it possible to determine whether 

the studied strain F. tularensis belongs to the subspecies mediasiatica.

Key words: Fransisella tularensis, subspecies mediasiatica, β-lactamase activity, antibiotic resistance, genes of β-lactamase, genetic diversity.

Введение

Возбудитель туляремии, Francisella tularensis, 
имеет внутривидовое разделение на 4 подвида, 

различающихся ареалами распространения, сте-

пенью патогенности и эпидемической значимо-

стью [11], поэтому подвидовая идентификация 

культур F. tularensis является важным этапом 

диагностики туляремийной инфекции, обеспе-

чивая предварительную оценку вирулентности 

и эпидемиологической опасности. До недавнего 

времени на территории РФ выявлялся в основ-

ном подвид holarctica, однако в 2013 г. на Алтае 

был обнаружен природный очаг туляремии, в ко-

тором циркулируют штаммы F. tularensis, относя-

щиеся к среднеазиатскому подвиду (mediasiatica) 

[2]. Вирулентность и эпидемическая опасность 

среднеазиатского подвида F. tularensis для чело-

века до сих пор остается terra incognita, так как 

случаев туляремии у человека, вызванных штам-

мами этого подвида, не было зарегистрировано. 

Вполне вероятно, что это связано с ареалом его 

распространения — в малонаселенных райо-

нах Средней Азии с низкоэффективным меди-

цинским обслуживанием. Немногочисленные 

опубликованные данные лабораторных иссле-

дований свидетельствуют о его способности 

вызвать инфекцию у кроликов и мышей [18]. 

Эксперименты, проводимые в нашей лаборато-

рии (данные не опубликованы), свидетельствуют 

о том, что его вирулентность для мышей сходна 

с вирулентностью подвида holarctica. Основным 

диагностическим признаком F. tularensis subsp. 

mediasiatica является отсутствие β-лактамазной 

активности, отвечающей за природную устойчи-

вость туляремийного микроба к антибиотикам 

β-лактамного ряда [4, 5].

Для туляремийного микроба характерна 

природная резистентность к β-лактамам [3, 6], 

и в ряде работ были охарактеризованы гены 

β-лактамаз F. tularensis, а также показано, что 

лишь один из этих генов blaВ кодирует функцио-

нально активный белок FTU-1, обеспечиваю-

щий резистентность к ампициллину [7, 8, 14]. 

Аналоги FTU-1 были обнаружены у всех четы-

рех подвидов туляремийного микроба, включая 

F. tularensis подвида mediasiatica. β-лактамазная 

активность регистрируется как в тесте чувстви-

тельности к антибиотикам, так и в колориметри-

ческом тесте с хромогеным субстратом нитро-

цефином [15, 17]. В работе М.В. Цимбалистовой 

и Н.В. Павлович штаммы F. tularensis разных под-

видов демонстрировали в диско-диффузионном 

тесте высокую резистентность к антибиотикам 

группы пенициллинов вне зависимости от под-

видовой принадлежности и β-лактамазной ак-

тивности в тесте с нитроцефином [5]. Таким об-

разом, по данным литературы [4, 5], у штаммов 

туляремийного микроба среднеазиатского под-

вида, обладающих резистентностью к пеницил-

линам и имеющих в своем геноме ген активной 

сериновой лактамазы FTU-1, не выявляется 

β-лактамазная активность, определяемая в ко-

лориметрическом тесте.

Наличие функционально активной β-лакта-

мазы согласуется с устойчивостью штаммов 
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среднеазиатского подвида к пенициллинам, 

но вступает в противоречие с отсутствием β-лак-

тамазной активности. Поиск причин этого про-

тиворечия послужил основанием для выполне-

ния данного исследования. В данной работе мы 

приводим результаты сравнительного изучения 

кинетических характеристик β-лактамазной ак-

тивности штаммов F. tularensis разных подвидов 

и вариабельности генетических детерминант, 

обуславливающих β-лактамазную активность 

F. tularensis. Частично результаты данной работы 

были доложены на II Национальном конгрессе 

бактериологов «Состояние и тенденции разви-

тия лабораторной диагностики инфекционных 

болезней в современных условиях» (20–22 сен-

тября 2016 г., Санкт-Петербург).

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов, среды и условия 

культивирования. В работе использовали 29 при-

родных штаммов F. tularensis из Государствен-

ной коллекции патогенных микроорганизмов 

«ГКПМ-Оболенск» ФБУН Государственный на-

учный центр прикладной микробиологии и био-

технологии (26 — повида mediasiatica, 2 — пови-

да holarctica и один штамм — подвида tularensis). 

Кроме того, в ряде экспериментов использова-

ли полученные с помощью гомологичной ре-

комбинации варианты штамма F. tularensis 15 

НИИЭГ ssp. holarctica с инактивированными 

β-лактамазами (для получения штамма 15Δ123, 

чувствительного к β-лактамам) и штамма 120 ssp. 

mediasiatica с инактивированным геном pur (для 

получения аттенуированного штамма 120Δpur). 

Штаммы F. tularensis культивировали при темпе-

ратуре 37°С на плотной питательной среде FT-

агар (ФБУН ГНЦ ПМБ) и в жидкой питательной 

среде [2] с добавлением полимиксина B до кон-

центрации 100 мг/л.

Анализ in silico. Поиск нуклеотидных и ами-

нокислотных последовательностей проводили 

с использованием баз данных, доступных на ин-

формационном портале NCBI (www.ncbi.nlm.nih.

gov). Множественное выравнивание нуклеотид-

ных и аминокислотных последовательностей, 

дизайн олигонуклеотидных праймеров и зон-

дов, расчет их температур плавления, трансля-

ция in silico, анализ расположения на хромосоме 

исследуемых генов и их гомологов, а также их 

фрагментов проводились с помощью пакета про-

грамм Vector NTI 10.0.1. (Invitrogen Corporation).

Выделение нуклеиновых кислот из бактерий 

проводили с помощью набора реагентов Gen-

Elute™ Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma-Aldrich, 

США) согласно инструкциям производителя.

Олигонуклеотидные праймеры были син-

тезированы биотехнологической компанией 

«Синтол» (Москва, Россия).

Аллель-специфическая ПЦР (AS-ПЦР). Анализ 

нуклеотидной замены в гене blaB осуществляли 

с помощью AS-ПЦР по схеме, предложенной 

Birdsell [9]. Учет результатов AS-ПЦР прово-

дили в реальном времени по анализу кривых 

плавления в амплификаторе c оптическим 

ПЦР-модулем CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc, 

США) с использованием «2,5-кратной реакци-

онной смеси для проведения ПЦР-РВ в при-

сутствии красителя SYBR Green I» (Синтол, 

Россия, Москва). Интенсивность SYBR Green-

флуоресценции измеряли при длине волны 

530 нм. Детекцию продуктов амплификации 

проводили с использованием оптического ПЦР-

модуля по каналу FAM/SYBR.

Определение устойчивости к антибиотикам 

диско-диффузионным методом. Из суточной 

агаровой культуры F. tularensis готовили мил-

лиардную микробную взвесь в забуференном 

физиологическом растворе с использованием 

стандарта мутности ОСО. На поверхность чашек 

с подсушенным FT-агаром наносили 1 мл взвеси, 

посредством покачивания чашки культуру рав-

номерно распределяли по поверхности среды, 

подсушивали и затем на поверхность среды на-

кладывали стандартные диски с антибиотиками 

(OXOID, Великобритания). Через 24 ч измеряли 

диаметр зоны торможения роста бактериальной 

культуры вокруг соответствующих дисков с ан-

тибиотиками (включая диаметр диска).

Определение устойчивости к антибиотикам 

методом серийных разведений. В 96-луночных 

планшетах готовили двукратные разведения ан-

тибиотиков в жидкой питательной среде для ту-

ляремийного микроба [1] в объеме 100 мкл. Бак-

териальные суспензии использовали в конечных 

концентрациях от 2 × 103 до 2 × 108 м.к./мл, анти-

биотики от 0,05 до 10 000 мг/л.

Бактерицидный эффект антибиотика опре-

деляли через 48 ч с помощью колориметрическо-

го теста МТТ [12]. Для этого во все лунки 96-лу-

ночного планшета добавляли по 10 мкл раствора 

MTT в забуференном физиологическом растворе 

(5 мг/мл) и дополнительно инкубировали в те-

чение 4–6 ч при температуре 37°С, затем содер-

жимое лунок растворяли добавлением 50 мкл 

10%-ного раствора додецилсульфата натрия, 

приготовленного на 0,01 М соляной кислоте, 

и измеряли оптическую плотность полученного 

лизата при длине волны 595 с использованием 

спектрофотометра Ultrospec 3100 pro (Pharmacia, 

США). Бактерицидный эффект учитывали либо 

по минимальной бактерицидной концентрации 

(по лункам со 100% гибелью микроорганизмов), 

либо по проценту живых клеток по формуле 

OD595аб/OD595контроль × 100.

Истощение пула пенициллина в жидкой пита-

тельной среде в присутствии бактериальных кле-

ток F. tularensis. В жидкую питательную среду, 

содержащую 400 мкг/мл пенициллина, вносили 

бактериальные суспензии сравниваемых штам-

мов F. tularensis и культивировали в течение 24 ч. 

Остаточное количество антибиотика в супер-
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натанте измеряли через 4 и 24 ч по способнос-

ти супернатанта ингибировать рост контроль-

ного чувствительного к пенициллину штамма 

F. tularensis 15 Δ123 с инактивированными β-лак-

тамазами. В качестве контроля антибиотика ис-

пользовали двукратные разведения пеницилли-

на в питательной среде, начиная с 400 мкг/мл. 

Определяли титр супернатанта, при котором 

рост чувствительного штамма не ингибировал-

ся, и по нему рассчитывали остаточное количе-

ство антибиотика в супернатанте

Подготовка проб для определения бета-лак-

тамазной активности. Суспензии F. tularensis 

подвергали деструкции обработкой ультразву-

ком с помощью ультразвукового дезинтегра-

тора (Cole-Parmer, CША) при мощности 150 Вт 

дробно в течение 60 с. Полученные пробы освет-

ляли центрифугированием при 13 000 об./мин 

и супер натанты ультразвуковых лизатов (УЗЛ) 

использовали для дальнейшей работы.

Кинетические параметры β-лактамазной 

активности культур F. tularensis определяли 

на спектрофотометре Multiskan Ascent 96/384 

Plate Reader (LabSystems, США), в качестве суб-

страта использовали хромогенный цефалоспо-

рин нитроцефин с концентрацией 500 мкг/мл, 

гидролиз которого приводит к образованию 

окрашенного продукта, количество которого 

прямо пропорционально уровню β-лактамазной 

активности. Оптическую плотность раствора 

измеряли при длине волны 495 нм при темпера-

туре 37°С после добавления нитроцефина в тече-

ние первого часа — каждые 15 мин, далее — каж-

дый час в течение суток. Измерение удельной ак-

тивности фермента и скорости ферментативной 

реакции проводили с использованием спектро-

фотометра Ultrospec 3100 pro (Pharmacia, США) 

и термостатируемой спектрофотометрической 

ячейки (Biochrom, США) как описано [10].

Результаты

Чувствительность F. tularensis разных подвидов 

к антибиотикам группы бета-лактамов

Известно, что штаммы туляремийного мик-

роба среднеазиатского подвида, в отличие 

от subsp. tularensis и holarctica, не обладают пени-

циллазной активностью, определяемой в тесте 

с феноловым красным или нитроцефином [4, 5], 

хотя и имеют в своем геноме ген сериновой лак-

тамазы FTU-1, ответственной за устойчивость 

к пенициллинам [7]. Используя диско-диффузи-

онный метод, мы определили чувствительность 

к β-лактамным антибиотикам у 12 штаммов 

F. tularensis различных подвидов из коллекции 

ГНЦ ПМБ. Результаты экспериментов приведе-

ны в таблице 1.

Из данных таблицы видно, что штаммы 

F. tularensis subsp mediasiatica ничем не отличались 

от штаммов других подвидов по уровню рези-

стентности к β-лактамам. Полученные результа-

ты соотносятся с данными М.В. Цимбалистовой 

и Н.В. Павлович [5], согласно которым штаммы 

F. tularensis среднеазиатского подвида резистент-

ны к β-лактамным антибиотикам в диско-диф-

фузионном тесте.

Однако использование метода стандартных 

разведений позволило выяснить, что устойчи-

вость к ампициллину у штамма среднеазиат-

ского подвида F. tularensis 120Δpur значительно 

различается в зависимости от его концентрации: 

когда концентрация микробной взвеси снижа-

лась до 106 м.к./мл, штамм F. tularensis 120Δpur 

демонстрировал значительное повышение 

чувствительности к ампициллину по сравне-

нию с референсным штаммом F. tularensis subsp. 

holarctica 15 НИИЭГ. Используя десятикратные 

разведения микробной суспензии в присутствии 

антибиотика, мы определили минимальную 

бактерицидную концентрацию (МБК) ампи-

циллина для разных концентраций бактериаль-

ных клеток F. tularensis 120Δpur (табл. 2).

Для штамма 15 голарктического подвида МБК 

ампициллина составляла 2048 мкг/мл и не ме-

нялась при снижении концентрации до 105 м.к./

мл. Для штамма 120Δpur МБК ампициллина при 

снижении концентрации бактериальных клеток 

до 106 м.к./мл снизилась в 256 раз.

В последующих экспериментах мы устано-

вили, что штамм 120Δpur при концентрации 

микробных клеток ниже 106 м.к./мл приобретает 

чувствительность к антибиотикам группы пени-

циллинов, но не других групп β-лактамов (цефа-

лоспоринов и карбопенемов) (табл. 3).

  Истощение пула пенициллина в жидкой 

питательной среде в присутствии 

бактериальных клеток штамма 15 НИИЭГ 

голарктического подвида и штамма 120Δpur 

среднеазиатского подвида

Для сравнения способности бактериальных 

клеток F. tularensis разных подвидов к гидролизу 

пенициллина были поставлены эксперименты 

по истощению пенициллина в жидкой питатель-

ной среде в результате культивирования в ней 

клеток F. tularensis subsp. holarctica и mediasiatica 

(табл. 4).

Четырехчасовое культивирование штамма 

F. tularensis 15 НИИЭГ в среде с пенициллином 

в течение 4 ч снижало концентрацию анти-

биотика в 250 раз, штамма 120Δpur — в 2 раза. 

Однако последующее 24-часовое культивиро-

вание штамма 120Δpur subsp. mediasiatica приво-

дило к снижению концентрации антибиотика 

в 125 раз (табл. 4). Таким образом, бактериаль-

ные клетки F. tularensis 120 Δpur в течение суток 

утилизировали примерно столько же пеницил-

лина, сколько клетки F. tularensis 15 НИИЭГ 

subsp. holarctica гидролизовали за 4 ч культиви-

рования.
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Динамика β-лактамазной активности штаммов 

F. tularensis 120Δpur subsp. mediasiatica 

и 15 НИИЭГ subsp. holarctica

Динамику β-лактамазной активности двух 

исследуемых штаммов F. tularensis — 120Δpur 

subsp mediasiatica и 15 НИИЭГ subsp holarctica — 

определяли в течение суток в нитроцефиновом 

тесте. Динамику оценивали как в живых ми-

кробных культурах F. tularensis, так и в соответ-

ствующих осветленных ультразвуковых лизатах 

(УЗЛ). В качестве отрицательного контроля ис-

пользовали безлактамазный вариант штамма 

15 НИИЭГ — 15Δbla123.

В качестве одной из кинетических характери-

стик β-лактамазной активности использовали 

оптическую плотность (OD) раствора, как по-

казатель общего количества продукта гидролиза 

нитроцефина (рис. 1).

Как видно из рис. 1, β-лактамазная актив-

ность регистрировалась как у штамма голаркти-

ческого подвида 15 НИИЭГ, так и, в меньшей 

степени, у штамма среднеазиатского подвида 

120Δpur. При этом характер кривых накопле-

ния продукта расщепления нитроцефина двух 

сравниваемых штаммов различен. В пробах, со-

держащих F. tularensis голарктического подвида, 

отмечается выраженный пик накопления про-

дукта расщепления нитроцефина через 4–6 ч 

культивирования, в то время как для штамма 

среднеазиатского подвида характерно медлен-

ное нарастание количества продукта гидролиза 

нитроцефина в течение всего периода наблюде-

ния (24 ч).

В качестве косвенного показателя скорости 

расщепления нитроцефина мы в течение суток 

определяли скорость изменения оптической 

плотности реакционной смеси в единицу време-

ни (ΔOD) (рис. 2).

Из диаграммы на рисунке 2 видно, что ос-

новная часть нитроцефина расщепляется клет-

ками F. tularensis 15 НИИЭГ подвида holarctica 

в течение первого часа реакции. В осветленных 

лизатах изменение оптической плотности реак-

ционной смеси в первый час реакции достигало 

Таблица 1. Чувствительность штаммов F. tularensis разных подвидов к антибиотикам группы 

бета-лактамов*

Table 1. Susceptibility of F. tularensis subspecies to antibiotics of the beta-lactam group*

Подвид

Subspecies
Штаммы

Strains

Пенициллины

Penicillins
Карбапенемы

Carbapenems
Цефалоспорины
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tularensis Schu 0** 0 0 0 0 0 0 0 0. 0 21 0

holarctica

503 0 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0

А-79 0 0 0 38 0 0 0 0 0 0 0 0

Х-3 0 0 11 26 28 37 0 0 0 0 0 11

А-1045 0 0 0 0 0 0 0 26 0 0 0 0

mediasiatica

А-823 13 0 0 24 25 0 32 0 0 0 0 20

А-554 0 0 0 18 11 0 30 0 0 0 0 30

678 0 0 0 16 0 0 0 0 48 0 0 0

120 0 0 0 18 15 0 0 0 0 0 0 0

120Δpur 0 11 0 25 18 0 0 0 0 10 0 13

Примечания. *Диаметр (мм) зоны ингибирования микробного роста F. tularensis в диско-диффузионном тесте (включая диаметр диска — 
6 мм). **Значение 0 мм обозначает отсутствие зоны ингибирования роста микроорганизма вокруг диска.
Notes. *The growth inhibition zone (mm) in the disc-diffusion test (including the diameter of the disc — 6 mm). **The value of 0 mm indicates that there is 
no zone of inhibition of microorganism growth around the disk.

Таблица 2. Чувствительность штаммов 

F. tularensis 15 НИИЭГ и 120Δpur к ампициллину

Table 2. The susceptibility of F. tularensis 15 NIIEG and 
120Δpur strains to ampicillin

Концентрация 
бактериальных 

клеток/мл

Bacterial cells 
concentration per ml

МБК, мкг/мл (диапазон)*

MBC, μg ml (range)*

15 НИИЭГ

15 NIIEG
120Δpur

108 > 2048 > 2048

107 > 2048 > 2048

106 > 2048 8

105 256–1024 2

104 32 0,125

103 2 0,125

Примечание.*Представлены значения МБК в двух независимых 
экспериментах, каждая проба в каждом эксперименте была 
поставлена в трех повторах.
Note. *There indicated results of MBC measurement in two independent 
experiments, in each of which each sample was placed in three 
replicates.
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1,3 единиц. Уже на второй час скорость расщеп-

ления нитроцефина падала до 0,2–0,3 единиц 

оптической плотности за час, а через 6 ч снижа-

лась до уровня фоновых колебаний оптической 

плотности контрольной среды.

Скорость расщепления нитроцефина клетка-

ми штамма F. tularensis 120Δpur среднеазиатского 

подвида была намного ниже — в осветленных 

УЗД изменение оптической плотности за час со-

ставляло от 0,17 до 0,11 единиц, но при этом ско-

рость расщепления субстрата держалась выше 

фоновых изменений оптической плотности сре-

ды в течение 16 ч.

Следует отметить, что осветленные клеточ-

ные лизаты демонстрировали более высокие 

значения оптической плотности и большую ско-

рость расщепления нитроцефина по сравнению 

с суспензиями живых микробных клеток.

Мы определили максимальную скорость ги-

дролиза субстрата, обеспечиваемого β-лактама-

зами в составе УЗЛ штаммов F. tularensis, и удель-

ную активность УЗЛ штаммов в расчете на мг 

общего белка. Для штамма F. tularensis голакти-

ческого подвида 15 НИИЭГ эти показатели со-

ставили 0,2275 ΔА/мин и 2,8261 ΔА/мин, а для 

штамма среднеазиатского подвида 120Δpur — 

0,0007 ΔА/мин и 0,0086 ΔА/мин соответственно. 

Таким образом, относительная скорость реак-

ции гидролиза β-лактамов для штамма 120Δpur 

составила 0,3% от скорости расщепления ни-

троцефина клетками F. tularensis 15 НИИЭГ. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что 

активность фермента лактамазы в штамме сред-

неазиатского подвида 120Δpur снижена не менее 

чем на два порядка по сравнению со штаммом 

голактического подвида 15 НИИЭГ.

Поиск генетических маркеров гена blaB 

F. tularensis, специфичных для подвида 

mediasiatica

Для изучения вариабельности генетических 

детерминант, обуславливающих β-лактамазную 

активность F. tularensis мы провели in silico ана-

лиз гена blaВ (FTL_0879), кодирующего серино-

вую лактамазу BlaB (Bla2, FTU-1, YP_513599.1) 

(рис. 3).

Подвидоспецифические отличия F. tularensis 

среднеазиатского подвида ограничивались еди-

ничной нуклеотидной заменой гуанина на аде-

нин (рис. 3А), и, как следствие, одной аминокис-

лотой заменой в 97 положении — глицина на ар-

гинин (рис. 3Б).

Подвидоспецифичность этой замены мы про-

верили на 17 штаммах среднеазиатского подви-

да, имеющихся в нашей коллекции. Для этого 

мы воспользовались методом аллель-специ-

фической (AS) ПЦР. Аллель-специфическая 

ПЦР осуществляется за счет двух AS-прямых 

праймеров, которые конкурируют за связывание 

с матрицей, и одного общего обратного праймера. 

При этом 3’-концевой нуклеотид каждого из пря-

мых праймеров комплементарен одному из двух 

аллельных состояний изучаемого гена. При та-

ком условии идеально совпадающий с мат рицей 

праймер вытесняет из реакции несовпадающий 

из-за большей эффективности реакции.

Мы разработали пару AS-праймеров, ко-

торая позволила нам успешно определять ме-

тодом AS-PCR нуклеотидную замену в гене 

Таблица 4. Реципрокные титры пенициллина 

в жидкой питательной среде, определенные 

после культивирования в ней F. tularensis 

15 НИИЭГ и 120Δpur*

Table 4. Reciprocal penicillin titres in a liquid nutrient 
medium determined after growing of the F. tularensis 
strains 15 NIIEG and 120Δpur*

Штаммы 
F. tularensis

F. tularensis 
strains

Время 
культивирования 

с пенициллином, ч

Growing time with 
penicillin, h

Реципрокные 
титры

Reciprocal titres

15 НИИЭГ 4 16

120Δpur 4 1024

120Δpur 24 32

Нет

No
0 (control 

of penicillin) 2048

Примечание. *Титр определяли методом стандартных 
разведений на культуре чувствительного к пенициллину штамма 
F. tularensis 15Δbla123. Указано последнее разведение, при 
котором отсутствовал видимый рост соответствующего штамма 
при концентрации микроорганизмов 105 КОЕ/мл. Истощение 
пенициллина проводили путем 4- или 24-часового культивирования 
культур F. tularensis 15 НИИЭГ и 120Δpur в среде с пенициллином 
400 мкг/мл.
Note. *The titers were determined using penicillin-sensitive F. tularensis 
strain 15Δbla123 in standard tenfold dilutions. The last dilution in which 
there was no visible growth of 105 CFU/ml indicated in the table. Penicillin 
depletion was performed by cultivation of F. tularensis 15 NIIEG and 
120Δpur during 4 or 24 hours in the presence of penicillin (400 μg/ml).

Таблица 3. Чувствительность штаммов 

F. tularensis 15 НИИЭГ и 120Δpur к β-лактамам*

Table 3. The susceptibility of F. tularensis 15 NIIEG and 
120Δpur to β-lactams*

Антибиотик

Antibiotic

МБК, мг/л (диапазон)**

MBC, mg/L (range)

15 НИИЭГ 120Δpur

Ампициллин/Ampicillin 256–1024 2

Амоксициллин/Amoxicillin 512 4–8

Пенициллин/Penicillin 32–64 4

Цефазолин/Cefazolin 64–128 256

Цефтриаксон/Ceftriaxon 2–4 2

Имипенем/Imipenem 32 16

Меропенем/Meropenem 4 8–64

Примечания. *Величина МБК определена для микробной взвеси 
с концентрацией 105 м.к./мл. **Представлены значения МБК в двух 
независимых экспериментах, каждая проба в каждом эксперименте 
была поставлена в трех повторах.
Notes. *Minimal bactericidal concentration (MBC) was determined for 
bacterial suspension 105 CFU/ml. **There indicated results of MBC 
measurement in two independent experiments, in each of which each 
sample was placed in three replicates.
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blaB, специфичную для среднеазиатского 

подвида F. tularensis: FA (forward ancestor) — 

ATCAAGATGATATTGGTAAACGCA; FD (for-

ward derived) — cggggcggggcggggcgggcATCAAG

ATGATATTGGTAAACCCG; R (reverse) — CAT

CAGCAGTA ATTATAGTATCGTTATCACC. 

Подчеркиванием обозначены аллель-специ-

фичные нуклеотиды, жирным шрифтом — де-

стабилизирующие замены, строчными буква-

ми — GC-последовательность, предназначенная 

для идентификации продукта реакции. Праймер 

FA является аллель-специфичным для подвида 

mediasiatica F. tularensis, праймер FD — для подви-

дов tularensis, holarctica и novicida. Специфичность 

реакции была повышена за счет включения в по-

следовательность праймеров дополнительной 

точечной дестабилизирующей замены основа-

ния на некомплементарное в (–3) положении 

с 3’-конца обоих форвардных праймеров. Такой 

методический подход, называемый анализом 

амплификации с несоответствием — mismatch 

amplification mutation assay (Melt-MAMA), уве-

Рисунок 1. Динамика расщепления нитроцефина клетками F. tularensis

Figure 1. Dynamics of nitrosefin hydrolysis by F. tularensis cells
А) Живые культуры F. tularensis. Б) Осветленные УЗЛ живых культур F. tularensis. Оптическая плотность раствора 
отражает накопление продукта распада нитроцефина.
A) F. tularensis live cultures. B) Live cultures of F. tularensis clarified by ultrasound. The optical density (OD) of the solution 
represents the accumulation of the decomposition product of nitrocellin.

Рисунок 2. Изменение оптической плотности реакционной смеси в единицу времени (ΔOD)

Figure 2. Change in the optical density of the reaction mixture per unit time (ΔOD)
А) Живые культуры F. tularensis. Б) Осветленные УЗЛ живых культур F. tularensis.
A) Live cultures F. tularensis. B) Live cultures of F. tularensis clarified by ultrasound.
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личивает преи мущественную амплификацию 

фрагмента ДНК с того из прямых праймеров, чей 

3’-концевой нуклеотид комплементарен детек-

тируемому аллельному состоянию матрицы [9].

Мечение одного из AS-праймеров (FD) GC-

последовательностью позволило нам увели-

чить размер получаемого с него ампликона, что, 

в свою очередь, дало возможность дифференци-

ровать продукты AS-ПЦР в реальном времени 

с помощью анализа кривых их плавления.

На рисунке 4 представлены кривые плавле-

ния продуктов амплификации ДНК 8 штаммов 

туляремийного микроба, 3 из которых принад-

лежат к подвидам holarctica (15 НИИЭГ), tularensis 

(SCHU S4) и novicida (U 112), а пять — к подвиду 

mediasiatica.

На диаграмме кривых плавления видно, что 

амплификаты делятся на две группы, одна из ко-

торых имеет имеют кривую плавления с макси-

мумом 80°С, другая — 82°С. Больший темпера-

турный максимум кривой плавления продукта 

амплификации соответствует большему размеру 

ампликона, то есть ампликону, меченному GC-

последовательностью. Соответственно, ампли-

фикаты, имеющие максимум 80°С, получены 

с праймера FA, специфичного для аллеля А/Т. 

В свою очередь, амплификаты, имеющие макси-

мум 82°С, получены с праймера FD, специфично-

го для аллеля G/C. К первой группе принадлежат 

все пять штаммов F. tularensis subsp. mediasiatica, 

ко второй — штаммы всех остальных подвидов. 

Аналогичные результаты были получены для 

всех 17-ти штаммов F. tularensis subsp. mediasiatica, 

использованных в данном исследовании.

Обсуждение

Определение кинетических характеристик 

β-лактамазной активности F. tularensis по нако-

плению продукта расщепления нитроцефина 

и скорости его гидролиза показало, что штамм 

F. tularensis 120Δpur среднеазиатского подвида, 

вопреки современным представлениям специ-

алистов по туляремии, обладает β-лактамазной 

активностью, но при этом скорость гидролиза 

нитроцефина клетками этого штамма на по-

рядки снижена по сравнению со штаммом 

F. tularensis голарктического подвида 15 НИИЭГ. 

Об этом же свидетельствуют результаты теста 

по истощению пенициллина в питательной 

среде — культуры как штамма голарктического 

подвида, так и среднеазиатского подвида значи-

тельно снижали концентрацию пенициллина 

в среде — в 250 и 125 раз соответственно, однако 

в первом случае это происходило в течение 4 ч, 

во втором — в течение суток.

С результатами кинетических исследова-

ний согласуется тот факт, что снижение кон-

центрации микробных клеток F. tularensis subsp. 

mediasiatiсa 120Δpur в питательной среде с анти-

биотиками группы пенициллинов приводит 

к появлению у них антибиотикочувствительнос-

ти. По всей видимости, в условиях сниженной 

эффективности работы β-лактамаз удельная 

концентрация антибиотика на одну бактери-

альную клетку приобретает решающее значе-

ние. Именно поэтому при определении чувстви-

тельности к β-лактамным антибиотикам дис-

ко-диффузионным методом при использовании 

рекомендованных высоких концентраций ми-

кробных суспензий (108–109 м.к./мл) различий 

в уровнях резистентности штаммов F. tularensis 

subsp. mediasiatica от штаммов других подвидов 

не было выявлено. Полученные нами результа-

ты согласуются с недавними исследованиями 

М.В Цимбалистова и Н.В. Павлович [6]. Мы по-

казали, что снижение концентрации бактери-

альных клеток F. tularensis подвида mediasiatiсa 

до 105 м.к./мл и соотвествующее увеличение на-

грузки молекул антибиотика на клеточную стен-

Рисунок 3. Множественное выравнивание нуклеотидных (А) и аминокислотных (Б) 

последовательностей β-лактамазы Bla2

Figure 3. Multiple alignment of nucleotide (A) and amino acid (B) sequences of β-lactamase Bla2
Штаммы F. tularensis подвидов: mediasiatica — FSC 147; tularensis — Schu S4, WY96-3418; holarctica — LVS, Osu 18; 
novicida — U 112.
Strains F. tularensis subspecies: mediasiatica — FSC 147; tularensis — Schu S4, WY96-3418; holarctica — LVS, Osu 18; 
novicida — U 112.
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ку одной микробной клетки приводит к деком-

пенсации ее β-лактамазного механизма и реали-

зации бактерицидного эффекта антибиотика.

Следует отметить, что диагностическая цен-

ность цветного нитроцефинового теста при под-

видовой диагностике туляремии остается несо-

мненной, позволяя дифференцировать штаммы 

F. tularensis subsp mediasiatica в первые часы иссле-

дования.

Исходя из того, что β-лактамазная актив-

ность осветленных ультразвуковых лизатов 

культур F. tularensis была выше таковой живых 

культур, можно предположить, что активная 

β-лактамаза F. tularensis расположена в пери-

плазматическом пространстве, как у большин-

ства грамотрицательных бактерий, и при лизисе 

высвобождается в окружающую среду. Данное 

предположение требует дальнейшего изучения 

путем выделения фермента непосредственно 

из периплазматичес кого пространства и прямой 

оценкой его активности.

С нашей точки зрения, выявленная нами 

in silico единичная аминокислотная замена Gly 

на Arg в 97 положении белка бета-лактамазы BlaB 

в штамме F. tularensis FSC147 subsp. mediasiatica 

является вероятной причиной снижения актив-

ности этого фермента, обусловливая возможные 

конформационные изменения, приводящие 

либо к снижению сродства фермента к субстра-

ту, либо к увеличению времени существования 

фермент-субстратного комплекса. Для оконча-

тельного ответа на этот вопрос требуются даль-

нейшие исследования с использованием методов 

генной инженерии.

Разработанная нами аллель-специфическая 

ПЦР позволила показать на панели из 17 штам-

мов F. tularensis subsp. mediasiatica, что замена G/A 

в 290 положении гена сериновой лактамазы blaB 

является специфичной для среднеазиатского 

подвида туляремийного микроба и может быть 

использована в качестве мишени для его ПЦР-

идентификации.

Данная работа финансируется отраслевой на-
учно-исследовательской программой Роспотреб-
надзора «Проблемно-ориентированные научные 
исследования в области эпидемиологического над-
зора за инфекционными и паразитарными болезня-
ми» (2016–2020 гг).

Рисунок 4. Кривые плавления, полученные в результате аллель-специфической ПЦР с ДНК-матрицей 

штаммов F. tularensis разных подвидов, с использованием пары конкурирующих праймеров FA и FD

Figure 4. Melting curves obtained as a result of allele-specific PCR with the DNA matrix of F. tularensis strains 
of different subspecies, using a pair of competing primers FA and FD
Примечание. Приведены данные одного репрезентативного эксперимента.
Note. The data of one representative experiment are presented.
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ 

КЛЕТОК ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА 

ПРИ БАКТЕРИАЛЬНОЙ ИНФЕКЦИИ 

НА ФОНЕ ТЕПЛОВОГО СТРЕССА

Н.Г. Плехова1, Л.М. Сомова2, Е.И. Дробот2, А.В. Лагурева1, И.Н. Ляпун2, 

Н.М. Кондрашова1, С.Д. Огнева1

1 ФГБОУ ВО Тихоокеанский государственный медицинский университет МЗ РФ, г. Владивосток, Россия
2 ФГБНУ НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Г.П. Сомова, г. Владивосток, Россия

Резюме. Поддержание термогомеостаза обеспечивается интегративным взаимодействием различных систем 

организма, в том числе иммунной, при координирующем влиянии гипоталамуса. Температурный стресс при 

инфекционных заболеваниях активирует реакцию теплового шока, биохимическим последствием которо-

го является инициация защиты организма от возбудителя. Клетки врожденного иммунитета (нейтрофилы 

и макрофаги) являются первой линией защиты от патогенных агентов и играют первостепенную роль в раз-

витии бактериальных инфекций. Определенный интерес представляет изучение длительности воздействия 

гипертермии для достижения баланса между биоэнергетическими затратами указанных клеток, а также ис-

следование течения патологического процесса в организме, предварительно подвергнутого воздействию тем-

пературы. На модели животных, подвергнутых воздействию низкой (+4°С) и высокой (+30°С) температуры, 

изучено функциональное состояние нейтрофилов и макрофагов, включая фагоцитоз, активность ферментов 

кислородзависимой системы: лактатдегидрогеназы, цитохромоксидазы, миелопероксидазы, показателя сти-

муляции клеток (внутриклеточное содержание АМФазы) и содержание метаболитов оксида азота. Установ-

лено, что в условиях гипертермии, изменение функциональной активности клеток по уровню ферментов бо-

лее выражено, чем при воздействии на животных низкой температуры, особенно при 4-часовом воздействии. 

У животных, предварительно подвергнутых тепловому стрессу, проявления псевдотуберкулезной инфекции 

были более тяжелыми с увеличением показателей летальности в 2,6 раза, по сравнению с животными, инфи-

цированными Yersinia pseudotuberculosis. У этих животных в начальные сроки (до 7 сут) наблюдалась высокая 

стимуляция эффекторных клеток воспаления, усиливался их метаболизм, который выражался в повышении 

активности ферментов кислород-зависимой системы, а также в высокой нитроксидпродуцирующей актив-

ности. На фоне выраженного геморрагического компонента патологического процесса и слабой клеточной 

воспалительной реакции в органах мишенях, наблюдалось истощение компонентов иммунной системы (де-

лимфатизация), что указывало на снижение защитных реакций организма и развитие иммунодефицита. Та-

ким образом в условиях теплового стресса (+30°С), напряженность реакции клеток врожденного иммунитета 

по показателям функциональной активности (АМФазы, ЛДГ, ЦХО, МПО) была выше, чем при воздействии 

на животных низкой температуры (+4°С). В указанных температурных условиях определялся высокий уро-

вень праймированности клеток, что снижало их киллинговый потенциал. Эти данные указывают на адек-
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ватность используемой модели с целью воспроизведения индуцированного вторичного иммунодефицита 

по системе врожденной защиты. Причем, в патогенезе псевдотуберкулезной инфекции на фоне пролонги-

рованного действия высокой температуры обнаруживались последствия окислительного стресса фагоцитов 

в структурных изменениях иммунокомпетентных органов.

Ключевые слова: гипертермия, тепловой стресс, нейтрофилы, макрофаги, ферменты, Yersinia pseudotuberculosis.

THE FUNCTIONAL ACTIVITY OF INNATE IMMUNITY CELLS IN BACTERIAL INFECTION 

ON BACKGROUND OF THERMAL STRESS

Plekhova N.G.a, Somova L.M.b, Drobot E.I.b, Lagureva A.V.a, Lyapun I.N.b, Kondrashova N.M.a, Ogneva S.D.a

а Central Research Laboratory, Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian Federation 
b Research Somov Institute of Epidemiology and Microbiology, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. Maintenance of thermo homeostasis under the coordinating influence of the hypothalamus is ensured by inte-

grative interaction of various systems organisme, including the immune system. Temperature stress in infectious diseases 

activates the reaction of heat shock, the biochemical consequence of which is the initiation of the organism’s defense 

against the pathogen. Cells of innate immunity (neutrophils and macrophages) are the first line of protection against 

pathogenic agents and play a primary role in the development of bacterial infections. Of particular interest is the study 

of the duration of the effect of hyperthermia to achieve a balance between the bioenergetic costs of these cells, as well as 

the study of the course of the pathological process in an organism previously exposed to hige temperature. The functional 

status of neutrophils and macrophages, including phagocytosis, the activity of enzymes of the oxygen-dependent system: 

lactate dehydrogenase, cytochrome oxidase, myeloperoxidase, cellular stimulation (intracellular AMPase content) and 

the content of nitrogen oxide metabolites have been studied in the model of animals exposed to low and high temperatures. 

It has been established that under hyperthermia conditions, the change in the functional activity of cells by enzyme level 

is more pronounced than when exposed to animals with low temperature, especially 4 h exposure. In animals pre-exposed 

to heat stress, manifestations of pseudotuberculosis infection were more severe with an increase in mortality rates by 

2.6 times, compared to animals infected by bacteria. These animals had a high stimulation of effector cells of inflam-

mation in the initial periods (at 7 days) their metabolism was enhanced, which was expressed of the activity of enzymes 

of the oxygen-dependent system, as well as in high nitroxide-producing activity. In target organs (lung, liver, spleen) 

of experienced animals the severe disturbance of blood circulation in combination with significant destructive changes 

typical for generalized infection were showed. At dead animals on the background of marked hemorrhagic component 

pathological process and weak cell inflammatory response observed depletion of the immune system (delimphatization), 

indicating a decrease in defense reactions and the development of immunodeficiency. Thus, under conditions of heat stress 

(+30°С), the intensity of the reaction of innate immunity cells in terms of enzyme’s functional activity was higher than 

when exposed to animals of low temperature (+4°C). Under these temperature conditions, a high level of cell priming was 

determined, which reduced their killing potential. These data indicate the adequacy of the model used to reproduce in-

duced secondary immunodeficiency in a congenital defense system. Moreover, in the pathogenesis of pseudotuberculosis 

infection against the background of prolonged action high temperature, the effects of phagocytes oxidative stress in the 

structural changes of immunocompetent organs were detected.

Key words: low and high temperature, heat stress, neutrophils, macrophages, enzymes, Yersinia pseudotuberculosis.

Введение

Поддержание термогомеостаза обеспечива-

ется интегративным взаимодействием различ-

ных систем организма, в том числе иммунной, 

при координирующем влиянии гипоталаму-

са. При гипотермии снижается обмен веществ 

в клетках и тканях, уменьшается потребность 

организма в кислороде, что используется 

в медицинской практике для предупрежде-

ния временной ишемии мозга (гибернация). 

Применение гипертермии в качестве терапии 

(пиротерапия) при различных патологических 

состояниях организма обусловлено формиро-

ванием высокочувствительных «контрольных 

точек», отвечающих за его терморегуляцию. 

Пиротерапия, искусственно вызванная лихо-

радка в диапазоне температур от 38,5 до 41,5°С, 

применяется как средство стимулирования 

противоопухолевой защиты организма [1, 6, 

15]. Причиной применения пиротерапии по-

служили клинические наблюдения, свидетель-

ствующие о более благоприятном течении и ис-

ходе некоторых инфекционных заболеваний 

на фоне высокой температуры [16], тогда как 

гипотермия негативно воздействует на защит-

ные реакции организма [3]. Повышение тем-

пературы оказывает влияние на оксигенацию 

опухолевых клеток [22], инфильтрацию тканей 

опухоли специфическими цитотоксическими 

CD8+ Т-клетками [6, 7] и экспрессию клетками 

белков теплового шока [8]. Причем указывается, 

что температурный стресс при инфекционных 

заболеваниях активирует реакцию теплового 
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шока, биохимическим последствием которого 

является инициация защиты организма от воз-

будителя [19].

Клетки врожденного иммунитета (нейтрофи-

лы и макрофаги) являются первой линией защи-

ты от патогенных агентов, причем в последнее 

десятилетие существенно дополнено представле-

ние о их роли в развитии противоинфекционно-

го ответа. Так, доказано опосре дованное участие 

этих клеток в реализации защиты организма при 

экспрессии различных классов патоген-распоз-

нающих рецепторов (Toll-рецепторы, цитозоль-

ные рецепторы для ретиноевой кислоты [(RIG)-I-

подобные] и нук леотид-связывающих олигоме-

ризированных доменовых [NOD-подобные]) [11, 

12]. Степень экспрессии указанных рецепторов 

инициирует продукцию различных молекуляр-

ных компонентов как сигнальных внутрикле-

точных путей, так и межтканевого пространства 

[10, 22]. Также приводятся новые данные о раз-

делении нейтрофилов и макрофагов на субпо-

пуляции неактивированных и активированных 

клеток соответственно экспрессии рецепторов 

и функционального состояния [18]. С другой 

стороны, в проблеме резистентности организ-

ма к бактериальным инфекциям остается недо-

статочно изученным ряд вопросов, касающихся 

значимости ферментных систем клеток врож-

денного иммунитета и образования в них оксида 

азота. Активация цитозольных рецепторов и со-

путствующие им конформационные изменения 

молекул, окружающие их, происходят при обяза-

тельном участии ферментов. На настоящий мо-

мент, механизмы влияния гипо- и гипертермии 

на клетки врожденного иммунитета остаются 

неясными, тогда как изменение температуры 

тела всего на 1°С влечет за собой метаболические 

затраты организма для поддержания его термо-

гомеостаза [5, 17]. Причем, определенный инте-

рес представляет длительность воздействия ги-

пертермии для достижения баланса между био-

энергетическими затратами клеток, связанными 

с терморегуляцией, а также течение патологичес-

кого процесса в организме, предварительно под-

вергнутого воздействию температуры.

Цель исследования: в сравнительном аспекте 

изучить динамику показателей функциональ-

ной активности клеток врожденного иммуните-

та животных, подвергнутых воздействию высо-

кой и низкой температур, и исследовать влияние 

общей гипертермии на патогенез инфекции, вы-

званной Yersinia pseudotuberculosis.

Материалы и методы

Эксперимент проведен на беспородных бе-

лых мышах весом 18–20 г, которые были разде-

лены на 5 групп: 1 группа — интактные живот-

ные (5 шт.); 2 группа — животные, подвергнутые 

воздействию низкой (+4°С) температуры в тече-

ние 1, 2, 3 и 4 ч (40 шт.); 3 группа — животные, 

подвергнутые воздействию высокой темпера-

туры (+30°С) в течение 4-х ч (20 шт.); 4 груп-

па — животные, зараженные Y. pseudotuberculosis 

(30 шт.); 5 группа — животные, подвергнутые 

однократному тепловому стрессу 4 ч при +30°С 

и зараженные Y. pseudotuberculosis (30 шт.). У по-

следних 3-х групп активность клеток исследова-

лась в динамике через 1, 2, 3, 7, 14 и 21 сут после 

заражения. Все процедуры выполняли в соот-

ветствии с международными правилами обра-

щения с животными (National Institute of Health 

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 

NIH Publications No. 80023, 1996).

Создание гипертермических условий осу-

ществляли методом нагревания животных в те-

чение 2, 3 и 4 ч в воздушном термостате при тем-

пературе +30°С с принудительной вентиляцией 

(объем рабочей камеры 0,064 м3) при относи-

тельной влажности воздуха 60–68%, атмосфер-

ном давлении 744–760 мм рт.ст., содержании О2 

и CO2 соответственно 20,5 и 0,10%. Измерение 

температуры нагреваемых животных произво-

дилось ректальным ртутным термометром с це-

ной деления 0,1°C, затем производили отбор кле-

ток из перитонеального экссудата. Аналогично 

проводили воздействие на животных низкой 

температуры +4°С.

За 18 ч до проведения эксперимента с це-

лью получения популяции нейтрофилов и мак-

рофагов вызывали асептическое воспаление 

путем введения стерильной 1% пептонной 

воды по 0,2 мл в перитонеальную полость, за-

тем получали первичную культуру фагоцитов. 

Концентрацию клеток доводили до 1 × 106 кл/мл 

в среде 199 (ФГБУ «Институт полиомиелита 

и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова» 

РАМН) с 10% сывороткой крови плодов коровы 

(НПО «Вектор», п. Кольцово), инактивирован-

ной при +50°С, содержащую 2 μМ глутамина, 

0,2 μM гентамицина и 100 ед/мл пенициллина. 

Качество культуры оценивалось методом при-

жизненного наблюдения клеток с помощью 

фазово-контрастной микроскопии. Для куль-

тивирования макрофагов использовали среду 

199, которая содержала эмбриональную сыво-

ротку коровы (5%), 0,2 μM антибиотика гента-

мицина (100 мг/мл) и пенициллина (100 ед/мл). 

Помимо выявления стартового потенциала фа-

гоцитов определяли их резервные возможнос-

ти путем дополнительной инкубации клеток 

с Y. pseudotuberculosis в течение 30 мин.

Методы оценки функциональной активности 

фагоцитов

Фагоцитарную активность клеток определя-

ли, используя в качестве тест-бактерий свежие 

культуры описанных выше штаммов микроорга-

низмов. После 30 и 120 мин контакта фагоцитов 

с объектами фагоцитоза, пробы фиксировались 

для определения завершенности фагоцитоза. 

Препараты окрашивались 0,1% раствором азур-
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эозина в течение 15 мин. Определяли следующие 

показатели фагоцитоза: фагоцитарный показа-

тель (ФП) — процент клеток, фагоцитировавших 

бактерии, и фагоцитарное число (ФЧ) — сред-

нее количество бактерий, поглощенных одним 

фагоцитом.

Определение активности лактатдегидрогена-

зы (ЛДГ). К фиксированному монослою клеток 

добавляли 100 мкл субстрата для ЛДГ — йод-

нитротетразолий (ЙНТ, iodonitrotetrazolium 

violet, IСN) 2 мг/мл на основе фосфатного бу-

фера рН = 7,2 с 0,4% MnCl2. Монослой клеток 

с субстратами инкубировали при 37°C в тече-

ние 30 мин. Гранулы диформазана растворяли 

добавлением 100 мкл изопропилового спирта, 

подкисленного 0,04 М HCl, в течение 20 мин. 

Оптическая плотность субстратов определялась 

на спектрофотометре при длине волны 540 нм. 

В качестве контроля использовались образцы 

с раствором подкисленного изопропилового 

спирта без клеток.

Определение активности цитохромокидазы 

(ЦХО). проводили по методу Novikoff и Gold-

fischer в собственной модификации. К фик-

сированному монослою фагоцитов добавля-

ли 100 мкл 0,1 М ацетатного буфера (рН = 5,5), 

содержащего 10 мг/мл MnCl2 и 0,33% пере-

киси водорода, и 2 мг/мл диаминобензидина 

(3,3*-diaminobenzidine, ICN). После инкубиро-

вания в течение 10 мин при комнатной темпера-

туре реакцию останавливали добавлением 10% 

раствора серной кислоты по 100 мкл на лунку. 

Оптическая плотность полученных субстратов 

определялась на спектрофотометре при длине 

волны 492 нм. В качестве контроля использо-

вались образцы с растворами субстратов и 10% 

серной кислоты.

Определение активности миелопероксидазы 

(МПО). В лунки планшетов, к фиксированным 

клеткам вносили по 100 мкл ОФД (o-pheny-

lenediamine, ICN) (4 мг на 10 мл) на основе 

фосфатно-цитратного буфера (рН  =  5,0) с до-

бавлением 500 мкл 0,33% перекиси водорода. 

Монослой клеток инкубировали при комнатной 

температуре в течение 10 мин, затем реакцию 

останавливали добавлением 10% раствора сер-

ной кислоты по 100 мкл на лунку. Оптическую 

плотность определяли на спектрофотометре 

«Multiscan Titertek Plus» («Flow lab») при дли-

не волны 492 нм. Бланкирование проводили 

по раствору ОФД и 10% серной кислоты.

Результаты спектрофотометрического иссле-

дования выражали в виде индекса стимуляции 

(Т), который вычисляли как отношение разно-

сти между средними показателями оптической 

плотности растворов, содержащих продукты 

реакции клеток животных после воздействия 

температуры, и клеток от интактных животных, 

к среднему показателю оптической плотности 

раствора для клеток от интактных животных, 

в процентах.

Результаты

У животных после воздействия низкой (ги-

потермия) и высокой (гипертермия) температур 

определяли показатель стимуляции клеток (вну-

триклеточное содержание АМФазы — 5’-нук-

леотидазы), активность ферментов кислородза-

висимой системы (ЛДГ, ЦХО, МПО), и в качестве 

показателя состояния нитроксидзависимой си-

стемы выявляли продукцию клетками метабо-

литов оксида азота NO. Исследовали указанные 

показатели функцио нальной активности фаго-

цитов при оценке бактерицидного потенциала 

после инкубации с Y. pseudotuberculosis. При из-

учении функционального состояния нейтро-

филов и макрофагов животных, подвергнутых 

однократному воздействию высокой (+30°С) 

температуры, установлено, что наиболее фи-

зиологичным является временное воздействие 

до 4 ч. Более длительное воздействие проявля-

ется в резком ухудшении общего состояния жи-

вотных, так как для мышей оптимальный тем-

пературный диапазон содержания составляет 

от +14 до +18°С.

Фермент АМФаза локализуется в плазмати-

ческой мембране клеток, и его активность ре-

гулирует уровень циклического АМФ, который 

обеспечивает передачу сигналов из внеклеточ-

ного пространства, и его содержание снижа-

ется в стимулированных клетках. Обнаружено 

достоверное снижение показателя активности 

АМФазы до –8,3±0,6% через 4 ч после воздей-

ствия высокой температуры, тогда как после 

воздействия низкой подобного изменения по-

казателей не обнаружено (рис. 1А). Повышение 

показателей после контакта с Y. pseudotuberculosis 

указывало на реализацию бактерицидного по-

тенциала фагоцитов.

В реакции преобразования субстратов при 

формировании супероксидного аниона кисло-

рода O2
● из молекулы кислорода принимают уча-

стие сукцинат- и лактатдегидрогиназы, которые 

активизируются на последнем этапе гликолиза. 

Значительное снижение индекса стимуляции 

для ЛДГ в клетках животных обнаруживались 

через 4 ч после воздействия высокой темпера-

туры, и достигло значения –13,4±0,8% (рис. 1Б). 

В фагоцитах животных, подвергнутых воздей-

ствию низкой температуры, напротив, показа-

тели активности фермента повышались. ЦХО 

является терминальной оксидазой аэробной 

дыхательной цепи переноса электронов и ее ак-

тивность коррелирует с метаболизмом клеток. 

Повышение активности ЦХО в фагоцитах, об-

наруженное при воздействии высокой темпера-

туры на животных, указывало на стимуляцию 

метаболизма в этих клетках (рис. 1В). Также 

определенное значение при исследовании фер-

ментативной активности фагоцитов имеет оцен-

ка состояния МПО, которая принимает участие 

в защитной реакции клетки от избыточного 
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количества реактивных посредников кислоро-

да. Установлено достоверное снижение индекса 

стимуляции до -4,1±0,5% через 4 ч воздействия 

высокой температуры (рис. 1В). Образование ок-

сида азота, наряду с продукцией активных мета-

болитов кислорода, обнаруживается в стимули-

рованных бактериями и провоспалительными 

цитокинами фагоцитах. С помощью Гриесс-

реакции определения метаболитов оксида азо-

та — нитритов — нами была установлена несо-

стоятельность нитроксид образующей активно-

сти клеток под влиянием высокой температуры. 

Это выражалось в снижении внутриклеточного 

содержания нитритов по сравнению с показате-

лями для интактных животных. Минимальный 

показатель наблюдался после 4 ч воздействия 

на животных и составил –7,34±0,6%.

Таким образом, установлено, что в услови-

ях гипертермии, изменение функционального 

состояния клеток по показателям активности 

ферментов АМФазы, ЛДГ, ЦХО и МПО было су-

щественнее, чем при воздействии на животных 

низкой температуры (+4°С). Во временном отно-

шении наиболее выраженная функциональная 

недостаточность по данным показателям фаго-

цитов выявлялась после 4 ч воздействия высокой 

температуры.

По показателям фагоцитоза установлено, что 

воздействие высокой температуры на экспери-

ментальных животных (+30°С) изменяет функ-

циональное состояние клеток врожденного им-

мунитета (табл. 1). Представленные в таблице 

данные демонстрируют, что наибольшее значе-

ние индекса завершенности фагоцитоза (ИЗФ), 

которое отражает выживание и размножение 

бактерий в клетках, определялось в клетках жи-

вотных, подвергнутых воздействию высокой 

температуры (+30°С) в течение 4 ч. Данный по-

казатель вычисляется как соотношение разни-

цы между показателями фагоцитарного индекса 

(ФИ, количество поглощенных клетками бакте-

рий) через 120 и 30 мин к показателю ФИ через 

30 мин.

С целью уточнения состояния защитных 

функций клеток исследовались показатели ак-

тивности ферментов клеток после воздействия 

температуры в динамике до 21 сут наблюдения. 

Обнаружено, что в фагоцитах в течение всего 

Рисунок 1. Активность ферментов АМФазы (А), лактатдегидрогеназы (Б), цитохромоксидазы (В) 

и миелопероксидазы (Г) нейтрофилов и макрофагов животных, после 2, 3 и 4 ч воздействия 

(1, 2, 3 столбики соответственно) низкой (гипотермия) и высокой (гипертермия) температуры

Figure 1. The activity of enzymes AMFase (A), lactate dehydrogenase (B), cytochrome oxidase (C) and 
myeloperoxidase (D) neutrophils and macrophages of animals, after 2, 3 and 4 hours of exposure (1st, 2nd, 3rd columns 
respectivly) to low (hypothermia) and high (hyperthermia) temperatures
Примечание. * — нестимулированные фагоциты; # — после 30 мин контакта с Y. pseudotuberculosis.
Note.* — unstimulated phagocytes; # — after 30 min contact with Y. pseudotuberculosis.



48

Инфекция и иммунитетН.Г. Плехова и др. 

наблюдаемого периода отмечались сниженные 

показатели индекса стимуляции АМФазы, что 

указывало на стимулированное состояние кле-

ток (рис. 2). По сравнению с контролем, наибо-

лее выраженное снижение активности фермента 

наб людалось через 3 сут после окончания воз-

действия высокой температуры на животных, 

индекс стимуляции составил –15,03±1,7%. Также 

в этих клетках отмечалось снижение активности 

ЦХО и МПО, причем показатели для ЦХО не до-

стигали контрольных на протяжении всего пе-

риода наблюдения при минимальном значении 

через 3 сут. Индекс стимуляции в этот период 

составил –13,2±1,2%, что указывало на наруше-

ние защитной реакции клеток в ответ на темпе-

ратурный стресс (рис. 2). Причем в фагоцитах 

на протяжении всего наблюдаемого периода 

отмечалось повышенное содержание нитритов 

и ЛДГ.

Интерес представляют данные, полученные 

по изучению активности клеток животных по-

сле однократного воздействия высокой темпе-

ратуры и инфицированных вирулентным штам-

мом Y. pseudotuberculosis. У всех животных, под-

Таблица 1. Фагоцитарные показатели клеток врожденного иммунитета

Table 1. Phagocytic indices of innate immunity cells

Показатели фагоцитоза

Phagocytic indices
Группа 1

Group 1

Группа 3 (+30°С)

Group 3 (+30°С)
Группа 4

(3 сут)

Group 4
(3 days)

Группа 5 
(3 сут)

Group 5 
(3 days)

2 ч

2 hours
3 ч

3 hours
4 ч

4 hours

Фагоцитарный индекс, ФИ

Phagocytic index, PI

30 мин 

30 min 
7,8±0,5 7,1±0,8 6,5±0,4* 4,6±0,5** 6,1±0,5* 5,7±0,4**

120 мин

120 min
9,2±0,8 8,9±0,7 10,2±1,5 12,4±1,3* 8,7±0,7 8,9±0,6

Фагоцитарный показатель, ФП (%)

Phagocytic index, PI (%)

30 мин 

30 min
87±7,5 87±7,2 75±6,5 58±5,1* 74±6,5 68±6,8

120 мин

120 min
92±6,7 92±7,4 92±7,1 92±8,4 89±7,2 87±7,2

Индекс завершенности фагоцитоза, ИЗФ 

Index of phagocytosis completeness, IPF
0,2 0,3 0,6 1,7** 0,4 0,6

Примечание. *Сравнение со значениями для контроля при коэффициенте вероятности p < 0,005; **сравнение со значениями для контроля 
при коэффициенте вероятности p < 0,001.
Note. *Comparison with the values for the control with a probability coefficient p < 0.005; **comparison with the values for the control with a probability 
factor p < 0.001.

Рисунок 2. Активность ферментов АМФазы, лактатдегидрогеназы, цитохромоксидазы 

и миелопероксидазы в нейтрофилах животных, подвергнутых однократному воздействию высокой 

температуры

Figure 2. The activity of enzymes AMFase, lactate dehydrogenase, cytochrome oxidase and myeloperoxidase 
in neutrophils and macrophages of animals, after prolonged exposure to high temperature



49

2018, Т. 8, № 1 Врожденный иммунитет при инфекции

вергнутых общей гипертермии, в течение первых 

суток отмечалась одышка, взмокшая шерсть. 

После заражения Y. рseudotuberculosis, начиная 

с 3-х сут у мышей 4-й и 5-й групп появлялись 

клинические признаки заболевания: вялость, 

отказ от пищи, часть животных последней груп-

пы погибла (23,6%). Проявления псевдотуберку-

лезной инфекции у животных, предварительно 

подвергнутых тепловому стрессу, были более 

тяжелыми с увеличением показателей леталь-

ности в 2,6 раза, по сравнению с животными 

контрольной группы без теплового стресса. Так, 

если полу летальная доза LD50 для интактных 

животных составила 1,1 × 108 бактерий, то для 

групп животных подвергнутых однократному 

воздействию высокой температуры составило 

5,41 × 107 и трехкратному 8,57 × 107. Эти данные 

указывают, что количество бактерий, вызываю-

щих гибель 50% животных, уменьшалось в отно-

шении мышей, подвергнутых тепловому стрессу.

В целом после предварительного теплово-

го стресса у инфицированных животных в на-

чальные сроки (до 7 сут) наблюдалась высокая 

стимуляция эффекторных клеток воспаления, 

усиливался их метаболизм, который выражал-

ся в повышении активности ферментов кис-

лород-зависимой системы, а также в высокой 

нитроксидпродуцирующей активности (рис. 3). 

Активность ЛДГ и МПО в клетках животных 

зараженных после теплового стресса достигала 

максимального значения в первые трое суток по-

сле заражения и составила 14,9±1,4 и 7,5±0,8% со-

ответственно, тогда как в фагоцитах животных, 

только зараженных бактериями, значения для 

этих ферментов составили 2,8±0,3 и –5,2±0,4%. 

В клетках этих животных не проявлялась ак-

тивность ЦХО, тогда как количество метаболи-

тов NO, выделяемых клетками, было высоким. 

Так, индекс стимуляции нарастал к 3 сут после 

заражения, достигая максимального значения 

Рисунок 3. Активность ферментов АМФазы (А), лактатдегидрогеназы (Б), миелопероксидазы (В) 

и цитохромоксидазы (Г) в нейтрофилах и макрофагах интактных животных (1), зараженных 

Y. pseudotuberculosis (2) и предварительно, до инфицирования, подвергнутых однократному 

воздействию высокой температуры (3)

Figure 3. The activity of AMPase (A), lactate dehydrogenase (B), myeloperoxidase (C) enzymes and cytochrome 
oxidase (D) in neutrophils and macrophages of intact animals (1), infected with Y. pseudotuberculosis (2), and before 
infection, subjected to a single exposure to high temperature (3)
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Рисунок 4. Органы животных после гипертермии

Figure 4. Organs of animals after hyperthermia
(I): А) умеренно выраженная сосудистая реакция в легком, ×100; Б) многочисленные пикноморфные гепатоциты, ×200; 
В) фолликулярная гиперплазия селезенки ×100. Органы мышей, зараженных Y. pseudotuberculosis (II): Г) картина 
гранулематозного воспаления в легком; Д) выраженная зернистая дистрофия печени с апоптозными клетками, глыбки 
хроматина (фрагмент); Е) делимфатизация селезенки ×200. Органы животных, зараженных Y. pseudotuberculosis после 
предварительной гипертермии (III): Ж) диффузное воспаление с выраженным геморрагическим компонентом в легком; 
З) воспалительный очажок в печени с распадом гепатоцитов; И) оголение ретикулярной стромы селезенки, ×200. 
Окраска гематоксилином и эозином.
(I): A) a mild vascular reaction in the lung, ×100; B) numerous pycnomorphogenic hepatocytes, ×200; C) follicular hyperplasia 
of the spleen ×100. The organs of mice infected with Y. pseudotuberculosis (II): D) granulomatous inflammation in the lung; 
E) severe granular dystrophy of the liver with apoptotic cells, fragments of chromatin (fragment); F) delimitation of the spleen 
×200. The organs of animals infected with Y. pseudotuberculosis after preliminary hyperthermia (III): G) diffuse inflammation 
with a pronounced hemorrhagic component in the lung; H) inflammatory foci in the liver with the disintegration of hepatocytes; 
I) denudation of the reticular stroma spleen, ×200. Staining of hematoxylin and eosin.

А (A) Г (D) Ж (G)

Б (B) Д (E) З (H)

В (C) Е (F) И (I)

IIII II
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(49,5±3,6%), после чего снижался к концу сро-

ка наблюдения (19,7±1,7%). В указанные сроки 

показатель для фагоцитов животных без пред-

варительного воздействия высокой температу-

рой и зараженных Y. pseudotuberculosis составил 

15,1±1,4 и 8,7±0,9% соответственно.

В легких животных, исследованных в катабо-

лическую фазу после воздействия гипертермии 

(первые часы после нее), отмечалась умеренно 

выраженная сосудистая реакция, в просвете час-

ти альвеол содержались эритроциты (рис. 4А). 

В печени отмечалось умеренное полнокровие со-

судов, отчетливые дистрофические изменения, 

пикноз гепатоцитов обнаруживался преимуще-

ственно в периферическом отделе печеночных 

долек и в области портальных трактов (рис. 4Б). 

В селезенке выявлялась незначительная фолли-

кулярная гиперплазия со слиянием фолликул 

белой пульпы (рис. 4В).

У животных, инфицированных Y. pseudotuber-

culosis, без предварительной гипертермии, в лег-

ких наблюдались гранулемы преимущественно 

из мононуклеарных клеток, которые с увеличе-

нием времени после заражения преобразовыва-

лись в обширные очаги воспаления и, у отдель-

ных животных, отмечался значительный распад 

клеток очагов гранулематозного воспаления 

(рис. 4Г). Через 21 сут после заражения, у внеш-

не активных животных, сохранялись типичные 

гранулемы, отграниченные соединительно-

тканной капсулой, характерные для псевдо-

туберкулезной инфекции, вызываемой виру-

лентным штаммом с плазмидами 45:82 MDa. 

В печени через 7 сут после заражения животных 

наблюдались многочисленные гранулемы не-

больших размеров без четкого отграничения 

от окружающей паренхимы, а также крупные 

участки эозинофильной дистрофии гепатоцитов 

с диффузной пролиферацией клеток Купфера 

(рис. 4Д). В селезенке наличие инфекции отме-

чалось появлением признаков делимфатизации 

пульпы селезенки с гигантоклеточной реакцией 

в красной пульпе (рис. 4Е).

В легких животных, предварительно, до зара-

жения Y. pseudotuberculosis подвергнутых воздей-

ствию высокой температуры, наблюдались дила-

тация и резкое полнокровие сосудов типа венул, 

участки дистелектаза с повреждением стенки 

многих альвеол и бронхиол. Стенка многих ве-

нул была разрушена, в их просвете содержалась 

эозинофильная масса из лизированных клеток. 

Определялись крупные очаги воспаления, ти-

пичные для псевдотуберкулезной инфекции, 

с обилием мелкозернистого детрита в центре без 

четкого отграничения от окружающей ткани 

(рис. 4Ж). У отдельных животных наблюдались 

очажки гранулематозного воспаления, в ко-

торых визуализировались апоптозные клетки. 

В печени животных на фоне изменений, вы-

званных тепловым стрессом, обнаружены гра-

нулематозное воспаление при наличии много-

численных рыхлых очажков, состоящих из мо-

нонуклеарных клеток с примесью клеточного 

детрита, незначительная пролиферация клеток 

Купфера (рис. 4З). В селезенке определялись 

деструктивные изменения клеток и отчетливая 

делимфатизация части фолликулов белой пуль-

пы, встречались единичные крупные гранулемы 

с центральным некрозом и разреженной окру-

жающей зоной (рис. 4И).

В целом, данные гистологического исследо-

вания органов-мишеней животных, предвари-

тельно до заражения Y. pseudotuberculosis, подвер-

гнутых однократному воздействию высокой тем-

пературы, указывают на более резкое нарушение 

гемоциркуляции в сочетании со значительными 

деструктивными изменениями по сравнению 

с результатами исследования органов животных 

с инфекцией. Причем у погибших животных 

на фоне выраженного геморрагического компо-

нента патологического процесса и слабой кле-

точной воспалительной реакции наблюдалось 

истощение органов иммунной системы (делим-

фатизация), что указывало на снижение защит-

ных реакций организма и развитие иммуноде-

фицита.

Обсуждение

Итак, нами установлено, что в условиях теп-

лового стресса (+30°С), напряженность реакции 

клеток врожденного иммунитета по показате-

лям функциональной активности (АМФазы, 

ЛДГ, ЦХО, МПО) была выше, чем при воздей-

ствии на животных низкой температуры (+4°С). 

В указанных температурных условиях высокий 

уровень праймированности клеток снижал кил-

линговый потенциал, о чем свидетельствовали 

фагоцитарные показатели. Таким образом, пос-

ле проведения общей гипертермии у животных 

отмечается снижение функциональной актив-

ности нейтрофилов и макрофагов, что может 

быть объяснено с позиций развития «стресс-

синдрома» в ответ на воздействие высокой тем-

пературы. Изменения метаболизма клеток, по-

видимому, оказывает влияние на синтез молекул 

адгезии и других факторов, таких как цитоки-

ны, которые в дальнейшем оказывают влияние 

на развитие иммунного ответа [21].

Реакция теплового шока — древний и кон-

сервативный процесс, который необходим для 

выживания организма в изменяемом экологи-

ческом окружении, в том числе при возникнове-

нии экстремальных температур. Так, лихорадка 

является поздним ответом на инфекцию, при 

котором организм временно подвергается темпе-

ратурному стрессу. Биохимические последствия 

лихорадки и теплового шока могут быть направ-

лены на уничтожение или ингибирование роста 

патогенов, чувствительных к повышению тем-

пературы, индуцировать деятельность цитопро-

текторных белков теплового шока (Hsps) в клет-
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ках-хозяевах или запускать экспрессию в самих 

возбудителях этих белков Hsps, тем самым ак-

тивируя защиту организма с модификацией его 

реактивности [4]. Повышение температуры тела 

на 2–3°C во время лихорадки активирует меха-

низм отклика теплового шока при модифика-

ции экспрессии генов цитокинов и хемокинов, 

изменяя клеточную сигнализацию и мобилиза-

цию иммунных клеток к участкам воспаления, 

инфекции и травмы [19]. В литературе активно 

дискутируется вопрос о механизмах действия 

локальной и общей гипертермии на организм 

человека и ее влиянии на патогенез различных 

заболеваний. Предполагается, что на фоне теп-

лового стресса происходит динамическое изме-

нение системы иммунитета, когда на определен-

ных сроках после общей гипертермии и/или при 

ее длительном воздействии отмечается актива-

ция или угнетение функции иммунокомпетент-

ных клеток [2, 13], и также, очень ограничено, 

встречаются публикации, отражающие влияние 

общей гипертермии на патоморфогенез инфек-

ционных заболеваний.

С другой стороны, лихорадка при бактери-

альной инфекции не всегда может выступать 

в роли защиты, и ее проявление зависит от вида 

патогенного микроорганизма [20]. Полученные 

нами результаты свидетельствуют о том, что 

у животных, предварительно подвергнутых 

теп ловому стрессу, проявления эксперимен-

тальной псевдотуберкулезной инфекции более 

тяжелые с увеличением показателей летально-

сти в 2,6 раза, по сравнению с животными, про-

сто зараженными Y. pseudotuberculosis. Таким об-

разом, концепция термического ограничения 

инфекции очевидна, но не всегда выполнима, 

так как при воздействии высокой температу-

ры на иммунную систему организма осущест-

вляемый контроль над развитием инфекции 

не всегда положителен. Например, секреция 

пирогенных цитокинов в ответ на инфекцию 

индуцирует возникновение локальных им-

мунных реакций и связанный с ними окисли-

тельный взрыв в нейтрофилах, что в последую-

щем отмечается миграцией иммунных клеток 

в инфицированные ткани и наличием некроза 

окружающих тканей [5, 9]. С другой стороны, 

полученные нами данные на эксперименталь-

ной модели бактериальной инфекции при 

предварительном воздействии высокой темпе-

ратуры (+30°С) указывают на адекватность ис-

пользуемой модели с целью воспроизведения 

индуцированного вторичного иммунодефици-

та для изучения влияния клеток врожденного 

иммунитета на развитие инфекции. Во времен-

ном отношении наиболее выраженная функци-

ональная недостаточность указанных клеток 

выявлялась после 4 ч воздействия, существен-

но снижая показатели активности фагоцитов. 

Причем в случае пролонгированного воздей-

ствия высокой температуры обнаруживаются 

последствия окислительного стресса фагоци-

тов, который приводит к снижению ресурса за-

щиты клеток. В этих условиях способность ма-

крофагов и нейтрофилов в активном состоянии 

продуцировать оксид азота, который оказывает 

влияние на синтез IFNγ и TNFα [14], позволя-

ет данным клеткам быть эффекторами каскада 

иммунных реакций и в последующем воздей-

ствовать на адаптивную реакцию организма 

при гипертермии. В целом, недостаточная ре-

активность клеток врожденного иммунитета 

оказывает влияние на патогенез бактериальной 

инфекции, утяжеляя ее течение.
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МИКРОБНЫЙ СОЦИУМ ЭКОЛОГИЧЕСКОЙ 

НИШИ: РОТОВАЯ ПОЛОСТЬ ЗДОРОВЫХ 

ДЕТЕЙ

А.Л. Бурмистрова, Ю.Ю. Филиппова, Д.Ю. Нохрин, А.В. Тимофеева

ФГБОУ ВО Челябинский государственный университет, г. Челябинск, Россия

Резюме. В последние годы слюна все чаще используется в качестве диагностической жидкости для оценки 

различных биологических параметров, а именно уровней активности информационных сигнальных моле-

кул метаорганизма — иммуннонейроэндокринной природы, но реже — метаболитов микробного сообще-

ства и структуры бактериального социума. В работе проведена оценка микробного социума ротовой полости 

(слюна/мазок с поверхностей проживания микробиоты) здоровых детей с целью создания микробных об-

разов «здоровья» — контроля, который может использоваться в изучении микробного сообщества при раз-

витии локальных и/или системных патофизиологических процессов, в том числе инфекционной природы, 

в организме ребенка. С помощью метода газовой хромaто-масс-спектрометрии микробных маркеров опреде-

лены специфические химические маркеры 38 таксонов микроорганизмов в полости рта здоровых детей от 1,5 

до 14 лет. Для выявления распределения различных представителей микробных социумов между экологичес-

кими нишами (слюна/мазок) в ротовой полости и оценки влияния на них возраста детей был использован 

многомерный статистический метод — канонический анализ соответствий. Обнаружено высокое сходство 

структуры микробиоты слюны и мазка с поверхностей проживания микробиоты у здоровых детей, что, воз-

можно, свидетельствует о перекрестных путях движения бактериальных представителей различных видов 

и родов микробного сообщества или об их функциональной пластичности. Наибольший интерес представ-

ляют данные о количестве бактерий рода Alcaligenes spp. в мазке с поверхностей проживания микробиоты, 

которое в два раза превышает аналогичный показатель в слюне. Alcaligenes продуцирует антибиотики и ори-

гинальные антибактериальные компоненты, дезорганизующие рост широкого круга бактерий, а также ини-

циирует В-лимфоциты лимфоидных фолликулов к продукции Alcaligenes-специфичных антител, для созда-

ния из них собственного «плащевого» покрытия, облегчающего ее поступление в Пейеровы бляшки через 

М-клетки. Можно предположить, что уровень Alcaligenes spp. в слюне в какой-то степени отражает миграцию 

представителей данного рода как из небных, так и из назофарингеальных миндалин. Определены возрастные 

особенности микробиоты экологической ниши — ротовой полости: с возрастом у детей повышается число 

представителей рода Clostridium spp. и снижается количество бифидобактерий. Полученные нами результаты 

могут использоваться в качестве контроля при системных патофизиологических процессах, в том числе ин-

фекционной этиологии, а также в ходе терапии.

Ключевые слова: микробиота, ротовая полость, слюна, мазок, здоровые дети, Alcaligenes spp.
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SOCIETY OF ENVIRONMENTAL NICHE: ORAL CAVITY OF THE HEALTHY CHILDREN

Burmistrova A.L., Filippova Yu.Yu., Nokhrin D.Yu., Timofeeva A.V.

Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. In recent years, saliva is increasingly being used as a diagnostic fluid for the evaluation of various biological 

parameters, namely, the levels of activity of the information signal molecules of the metaorganism — the immune-neuro-

endocrine nature, but less often the metabolites of the microbial community and the structure of the bacterial society. 

The paper assesses the microbial society of the oral cavity (saliva/smear from the surfaces of the microbiota) healthy 

children in order to create microbial images of «health» — control that can be used in the study of the microbial commu-

nity in the development of local and/or systemic pathophysiological processes, including infections, in the child’s body. 

Using the method of Gas chromatography mass spectrometry of microbial markers, specific chemical markers of 38 taxa 

of microorganisms in the oral cavity of healthy children from 1.5 to 14 years have been determined. To determine the dis-

tribution of various representatives of microbial societies between ecological niches (saliva/smear) in the oral cavity and 

assess the effect on them of the age of children, a Canonical Correspondences Analysis was used. A high similarity of the 

microbiota structure of saliva and smear from microbiota living surfaces in healthy children was found, which may in-

dicate cross paths of bacterial representatives of different species and genera of the microbial community, or their func-

tional plasticity. Of greatest interest are the data on the number of bacteria of the genus Alcaligenes spp. in the smear from 

the surfaces of the microbiota, which is twice higher, than in saliva. Alcaligenes presents itself as a professional organizer 

of security measures in relation to the place of residence: it produces antibiotics and original antibacterial components that 

disorganize the growth of a wide variety of bacteria. In addition, it is able to initiate B-lymphocytes of lymphoid follicles 

to produce Alcaligenes-specific antibodies, to create from them their own «cloaking» coating, facilitating its entry into 

Peyer’s plaques through M-cells. It can be assumed that the level of Alcaligenes spp. in saliva to some extent reflects the mi-

gration of representatives of this genus, both from the palatine and from the nasopharyngeal tonsils. The age features of the 

microbiota of the ecological niche — the oral cavity are determined: the number of representatives of the genus Clostridium 

spp. increases with age in children. And the number of bifidobacteria decreases. The results obtained by us can be used as 

a control in systemic pathophysiological processes, including infectious etiology, as well as during therapy.

Key words: microbiota, oral cavity, saliva, smear, healthy children, Alcaligenes spp.

Введение

Ротовая полость является уникальной от-

крытой/закрытой экологической системой, 

в которой созданы благоприятные условия 

для нормальной жизнедеятельности огромно-

го сообщества микроорганизмов, по плотно-

сти колонизации и разнообразию занимающих 

второе место после толстого кишечника че-

ловека. Оральное сообщество включает в со-

ответствии с Human Oral Microbiome Database 

(HOMD; www.homd.org) 13 типов микроорга-

низмов: Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, 

Chloroflexi, Euryrchaeata, Firmicutes, Fusobacteria, 

Proteobacteria, Spirochaetes, SRI, Synegistus, Tene-

ricutes и TM7, из которых шесть (Firmicutes, 

Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spiro-

chaetes и Fusobacteria) — презентуют множе-

ство (96%) филотипов на уровне видов [9, 18, 

19]. Такой сложный бактериальный консор-

циум не живет по правилу «все и везде», а де-

монстрирует отличия в композиции структур 

микробных сообществ, даже на уровне типов. 

Так Firmicutes доминирует на слизистой по-

верхности щек [22]), среди различных малых 

внутриоральных мест проживания микробио-

ты (дентальных поверхностей, эпителия щек, 

поверхностей мягкого и твердого неба, языка, 

миндалин, горла и т. д.), которые детально опи-

саны в количестве 5–9 и более рядом авторов 

[2, 6, 9, 18, 22]. Такие данные подтверждают на-

личие строгого локального пресса на членов 

сообщества даже в условиях физиологического 

гомеостаза [18, 22]. Как отмечают авторы, эти 

различия наиболее выражены на уровне родов, 

филотипов и являются залогом функциональ-

ной стабильности и гомеостаза (микробное со-

общество слюны выглядит стабильным при-

мерно в течение пяти дней [13]), необходимых 

для здоровья экосистемы. Все малые эколо-

гические ниши внутри ротовой полости и вся 

ротовая полость в целом омываются слюной, 

которая является для резидентного сообще-

ства бактерий основным источником питания 

и, кроме того, важным участником совместно-

го с резидентами создания колонизационной 

резистентности, выступая гарантом сохране-

ния устойчивости микробного социума. Более 

того, в настоящее время представлен ряд дока-

зательств, свидетельствующих, что слюна спо-

собна выступать в качестве экстраординарной 

коммуникационной системы, интегрирующей 

сигналы глобальных информационных сетей 

между: 1) бактериальными клетками, каждая 

из которых представляет биологическую авто-

номную систему с собственной внутриклеточ-

ной информационной способностью, позво-

ляющей отвечать на биохимические сигналы, 
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получаемые от всего микробного сообщества 

[5]; 2) всеми клетками микробных социумов 

малых и больших ниш внутри ротовой полости 

и даже других отделов дигестивного тракта [10, 

18]; 3) информационными сигналами биохими-

ческого «зеркала» гомеостаза макроорганизма. 

Но слюна, в отличие от малых экологических 

стационарных ниш, не является местом про-

живания микробиоты. Она, главным образом, 

функционирует как транспортная среда для 

расселения микробного социума ротовой поло-

сти, которая отправляет в плавание ежедневно 

около 1011 бактериальных клеток изо рта в же-

лудок, что приводит, как продемонстрировано 

различными культуральными и молекулярны-

ми методами, к частичному совпадению ораль-

ных, фарингеальных, эзофагального и кишеч-

ного микробиомов [10, 18].

В последние годы слюна все чаще использу-

ется в качестве диагностической жидкости для 

оценки различных биологических параметров, 

а именно уровней активности информацион-

ных сигнальных молекул метаорганизма — им-

муннонейроэндокринной природы, но реже — 

метаболитов микробного сообщества и струк-

туры бактериального социума [21]. Оценка 

микробного сообщества ротовой полости мо-

жет быть проведена двумя путями: 1) изучени-

ем паттерна подвижного микробного социума 

слюны, презентующего суммарный образ прак-

тически всех (или большинства) аэродигестив-

ных бактериальных представителей, «пустив-

шихся в плавание» в данный период времени: 

транзитных и резидентных, отправившихся 

в «одиссею» как на слущеном эпителии, в ходе 

его кругооборота, так и на пищевых компонен-

тах; 2) распознаванием паттерна, включающего 

представителей разнообразных оседлых, био-

пленочных бактериальных сообществ, прожи-

вающих в различных микробиотопах ротовой 

полости, собранных в результате активных дей-

ствий исследователя при взятии мазка.

Цель исследования: оценить микробный 

социум ротовой полости (слюна/мазок с по-

верхностей проживания микробиоты), услов-

но-здоровых детей с целью создания микроб-

ных образов «здоровья» — контроля, который 

может использоваться в изучении микробного 

сообщества при развитии локальных и/или 

системных патофизиологических процессов, 

в том числе инфекционной природы, в организ-

ме ребенка.

Материалы и методы

В исследование было включено 16 здоровых 

детей (мальчиков), средний возраст которых со-

ставил 8,6±0,89 лет. Из них 6 человек дошколь-

ного (1,5–6 лет) и 10 человек школьного возрас-

та (7–14 лет). В качестве биологического мате-

риала для исследования использовали слюну 

и мазок из ротовой полости. Слюну забирали 

стерильным шприцем из подъязычной области 

и около пространства нижней десны (1 мл); ма-

зок с поверхностей микробиотопов ротовой по-

лости забирали стерильным тампоном: щека-

щека, язык, десны, зубы, мягкое и твердое небо, 

небные миндалины.

Газовая хромато-масс-спектрометрия микроб-

ных маркеров. Для изучения композиции мик-

робного социума экологической ниши — рото-

вой полости (слюна/мазок) был использован ме-

тод газового хромато-масс-спектрометрического 

определения микроорганизмов по количе-

ственному содержанию специфических марке-

ров (карбоновые кислоты, альдегиды, стерины, 

стиролы) в исследуемых образцах. Приготовле-

ние образцов и подсчет результатов проводили, 

как описано Осиповым Г.А. [16]: 80 мкл слюны/

верхнюю часть ваты с тампона для мазка вы-

сушивали при добавлении равного по объему 

количества метанола (Fisher Scientific, Велико-

британия) и подвергали кислому метанолизу 

в 1 М HCl (Fisher Scientific, Великобритания) 

в метаноле в течение 1 ч при 80°С. На этой 

стадии происходило освобождение жирных 

кислот и альдегидов из сложных липидов ми-

кроорганизмов и других клеток и жидкостей 

в виде метиловых эфиров и диметилацеталей. 

Эти компоненты двукратно экстрагировали 

200 мкл гексана (Scharlab S.L., Испания), высу-

шивали и обрабатывали в течение 15 мин при 

80°С 20 мкл бис (триметилсилил)-N,O трифто-

рацетамидом (Sigma-Aldrich, США) для полу-

чения триметилсилильных эфиров оксикислот 

и стиролов. Полученную смесь эфиров вводи-

ли в инжектор газового хроматографа Маэстро 

ГХ 7820 (ООО «Интерлаб», Россия). Образец 

был хроматографически разделен на капил-

лярной колонке HP-5ms Hewlett-Packard. Ус-

ловия хроматографического разделения: на-

чальная температура 130°С, выдержка при 

начальной температуре 0,5 мин, нагрев тем-

пературы со скоростью 70°/мин до 320°С, вы-

держка при конечной температуре 6 мин. Ре-

жим селективных ионов. Газ-носитель гелий, 

поток 1,2 мл/мин в режиме без деления потока. 

В результате проведенных исследований по-

лучали хроматограммы жирных кислот и дру-

гих продуктов жизнедеятельности микробных 

сообществ ротовой полости, которые были 

соотнесены с соответствующим типом и ко-

личеством микроорганизмов с помощью про-

граммы, разработанной Осиповым Г.А. [16]. 

В качестве внутреннего стандарта использова-

ли дейтерометиловый эфир тридекановый кис-

лоты (Sigma-Aldrich, США). Чувствительность 

метода составляет 104 КОЕ/мл.
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Статистический анализ. Для выявления 

распределения различных представителей 

микробных социумов между экологически-

ми нишами (слюна/мазок) в ротовой полости 

и оценки влияния на них возраста пациентов 

использовали канонический анализ соответ-

ствий (Canonical Correspondence Analysis, CCA). 

Этот метод относится к группе «ограничен-

ных» многомерных проекционных (ординаци-

онных) методов, поскольку анализирует не всю 

присущую данным изменчивость, а только ту 

ее часть, которая задается линейной комбина-

цией независимых переменных — регрессоров. 

Таким образом, CCA сочетает в себе и много-

мерную ординацию, и множественную регрес-

сию. Подобно множественному анализу соот-

ветствий, в качестве расстояния в нем исполь-

зуется статистика хи-квадрат, а потому данный 

метод нашел широкое применение при анализе 

данных по встречаемости и численности ор-

ганизмов в экологии сообществ [14]. Посколь-

ку в экологической практике использования 

метода регрессоры часто представляют собой 

средовые факторы, в градиенте которых про-

исходит изменение видового состава, CCA от-

носят также к методам прямого градиентного 

анализа [1]. Оценку статистической значимо-

сти выделенных канонических осей проводили 

в рандомизационном тесте Монте-Карло (n = 

9999). Значимость различий между показателя-

ми микроорганизмов разных ниш (слюна/ма-

зок) ротовой полости и двух возрастных групп 

определяли с помощью парного критерия Уил-

коксона W и критерия Манна–Уитни U. Ста-

тистически значимыми признавали результа-

ты при p ≤ 0,05, незначимыми — при p > 0,10. 

Расчеты и графические построения выполнены 

в пакете PAST v. 3.15 [12].

Результаты

Для выявления наиболее общих закономер-

ностей распределения основных бактериаль-

ных таксонов, находящихся в биоматериале, 

собранном из ротовой полости с использовани-

ем различных методических подходов — слюна/

мазок, с доступных для исследователя поверх-

ностей ротовой полости, использовали много-

мерный подход — канонический анализ соот-

ветствий. В качестве независимых переменных 

выступали показатели наличия и количества 

таксонов, распределенных по градиенту регрес-

соров, атрибутированных по типу биоматериа-

ла — слюна/мазок, и по возрасту детей.

В ходе анализа были выделены три канони-

ческих оси, две из которых объясняли всю зада-

ваемую регрессорами изменчивость показате-

лей, традиционно называемую в CCA инерцией 

(рис.).

Первая ось объясняла 88,4% инерции и была 

высоко статистически значима (p < 0,001). Как 

видно из рисунка, данная ось определяла раз-

личия в композиции бактериального сообще-

ства, выделенного из разного биоматериала. 

В мазке с поверхностей микробиотопов рото-

вой полости у здоровых детей были повыше-

ны по сравнению с паттерном слюны уровни 

бактерий микроорганизмов типа Firmicutes: 

родов Streptococcus spp., Enterococcus spp., кото-

рые являются основными резидентами рото-

вой полости, доминирующими главным обра-

зом, на языке и зубной поверхности [2], и вида 

Clostridium perfringens. Кроме того, в мазке с раз-

личных поверхностей ротовой полости преоб-

ладали представители типа Bacteroidetes рода 

Prevotella spp. и родов-космополитов: Alcaligenes 

spp. и Aspergillus spp.

В слюне в бо́льших количествах присутство-

вали маркеры микроорганизмов: Bacillus cereus, 

Corynebacterium spp. и грибов рода Candida spp. 

Все различия были статистически значимыми: 

парный критерий Уилкоксона W от 75,5 до 136, 

Р от 0,034 до 3,1 × 10–5. Несмотря на наличие зна-

чимых различий в уровнях специфических по-

казателей микроорганизмов, обращает на себя 

внимание тот факт, что в слюне присутствовали 

те же роды/виды микроорганизмов, что и в маз-

ке из всей ротовой полости, при этом бо́льшая 

часть определенных нами микроорганизмов 

была в равной степени характерна как для маз-

ка, так и для слюны.

Вторая каноническая ось объясняла 11,6% 

инерции. Вдоль нее проявилась тенденция (p = 

0,066) к возрастным изменениям видового со-

общества ротовой полости. У детей дошколь-

ного возраста в ротовой полости (не зависимо 

от типа биоматериала) в бо́льших количествах 

присутствовали маркеры мик роорганизмов 

Bifidobacterium spp. и видов Staphylococcus epi-

dermidis и Propionibacterium acnes.

У детей школьного возраста в ротовой по-

лости наблюдалось увеличение числа бакте-

рий родов Clostridium (C. propionicum. C. ramosum, 

C. hystolyticum) и Actinomyces. Статистически зна-

чимые различия были выявлены только для ко-

личества микроорганизмов рода Bifidobacterium 

spp., уровни липидных маркеров которых были 

повышены в мазках детей дошкольного возрас-

та (1,5–6 лет).

Обсуждение

Таким образом, в результате проведенных 

исследований сравнения двух паттернов ми-

кробных социумов, полученных из образцов 

слюны и мазка с поверхности микробиотопов 

ротовой полости условно-здоровых детей, по-

лучены следующие данные:
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Каждый паттерн презентует специфическое 

бактериальное сообщество по следующим так-

сонам: Bacillus cereus, Corynebacterium spp., Candida 

spp. — преобладали в слюне, а Streptococcus spp., 

Enterococcus spp., Clostridium perfringens, Prevotella 

spp., Aspergillus spp. и Alcaligenes — в мазке. Одна-

ко 29 таксонов были общими для этих образцов, 

что, возможно, свидетельствует о перекрестных 

путях движения бактериальных представителей 

различных видов и родов микробного сообще-

ства, или об их функциональной пластичности.

Наибольший интерес представляют дан-

ные о количестве бактерий рода Alcaligenes spp. 

в паттерне, включающем представителей раз-

нообразных оседлых биопленочных бактери-

альных сообществ, проживающих в различ-

ных микробиотопах ротовой полости, которое 

в 2 раза превышает аналогичный показатель 

паттерна слюны. Известно, что Alcaligenes spp. 

выступает универсальным утилизатором в раз-

личных экологических нишах в природных 

условиях — почвы, свежей воды, сточных вод, 

морских экосистем, и, кроме того, выделяет-

ся из клинического материала, полученного 

от больных, и из фекалий здоровых людей [8, 

11]. В то же время Alcaligenes spp. проявляет уни-

Рисунок. Ординационная диаграмма распределения представителей различных бактериальных 

таксонов между слюной и мазком из ротовой полости

Figure. Ordinational diagram of the distribution of representatives of different bacterial taxa between saliva and 
smear of the oral cavity
Примечания. Стрелками показаны регрессоры (тип биоматериала: слюна/мазок и возраст). Бактериальные таксоны, 
расположенные в центре диаграммы и выделенные эллипсом, имеют одинаковые количественные показатели, 
независимо от типа биоматериала и возраста детей. Микроорганизмы, расположенные по краям рисунка (выходящие 
за область эллипса) вносят наибольший вклад в различия между регрессорами.
Notes. Arrows indicate regressors (type of biomaterial: saliva/smear and age). Bacterial taxa located in the center of the diagram 
and separated by an ellipse have the same quantitative indices, regardless of the type of biomaterial and the age of the children. 
Microorganisms located at the edges of the pattern (beyond the ellipse region) contribute the most to differences between 
regressors.
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кальные функции, позволяющие ей вступать 

во взаимодействие с лимфоидным аппаратом 

здоровых мышей, обезьян и человека и апро-

приировать регуляцию иммунного гомеостаза 

организма. Речь идет о лимфоидных компарт-

ментах кишечно-ассоциированной лимфоид-

ной ткани (GALT) [15].

Alcaligenes spp. демонстрирует В-лимфоцит-

ассоциированные сожительство и сотрудни-

чество: 1) в отсутствии В-лимфоцитов и муко-

зальных антител в Пейеровых бляшках снижа-

ется количество Alcaligenes spp. [15, 20]; 2) она 

способна инициировать В-лимфоциты лим-

фоидных фолликулов к продукции Alcaligenes-

специфичных антител, для создания из них 

собственного «плащевого» покрытия, облегча-

ющего ее поступление в Пейеровы бляшки че-

рез М-клетки, и инструктировать переключе-

ние класса антител от IgM к IgA [15, 20].

Alcaligenes презентует себя в качестве про-

фессионального организатора охранных меро-

приятий в отношении места проживания: про-

дуцирует антибиотики, ингибирующие рост 

других бактерий, в том числе обладающих ши-

роким спектром антибиотикорезистентности, 

и оригинальные антибактериальные компо-

ненты, дезорганизующие рост широкого круга 

микроорганизмов, таких как E. сoli, S. pyogеnes, 

P. aeruginosa, S. aureus [4, 20]. В свете сказанно-

го не вызывает сомнения, что все перечислен-

ные свойства позволяют ей успешно проживать 

в мукозо-ассоциированной лимфоидной ткани 

(MALT) [3]. Можно предположить, что пре-

вышение в 2 раза уровня Alcaligenes в паттерне, 

включающем представителей разнообразных 

оседлых биопленочных бактериальных со-

обществ различных микробиотопов ротовой 

полости, по сравнению с паттерном, отража-

ющим микробный социум слюны, определено 

особенностью получения исследуемого мате-

риала — активным воздействием на колонизи-

рованные поверхности, среди которых присут-

ствовали и небные миндалины, относящиеся 

к вторичным лимфоидным органам, содержа-

щим агрегаты лимфоидных клеток, испытыва-

ющих пролонгированную нагрузку антигенов 

аэродигестивного тракта и, подобно Пейеро-

вым бляшкам и аппендиксу, принадлежащих 

к MALT [7, 17]. Не исключено, что представи-

тельство Alcaligenes в слюне в какой-то степе-

ни отражает их миграцию как из небных, так 

и из назофарингеальных миндалин.

Наличие возраст-ассоциированных особен-

ностей распределения некоторых таксонов внут-

ри оральной полости: у детей дошкольного воз-

раста в мазке из ротовой полости значимо по-

вышены маркеры бактерий рода Bifidobacterium 

spp. по отношению к аналогичному показателю 

группы школьников. Такие изменения в уровнях 

бифидобактерий могут быть связаны с особен-

ностями питания детей.

Полученные нами результаты в ходе пред-

варительной оценки бактериального социума 

ротовой полости условно здоровых детей, мо-

гут использоваться в качестве контроля при 

системных патофизиологических процессах, 

в том числе инфекционной этиологии, а также 

в ходе терапии.
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ИНФИЦИРОВАННОСТЬ ТРУДОВЫХ МИГРАНТОВ 

ИЗ СРЕДНЕЙ АЗИИ И ПОСТОЯННЫХ ЖИТЕЛЕЙ 

САНКТ-ПЕТЕРБУРГА ВОЗБУДИТЕЛЯМИ 

РАЗЛИЧНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

И ВОСПРИИМЧИВОСТЬ К НИМ

Л.А. Краева1,2, Н.К. Токаревич1, И.Н. Лаврентьева1, Н.Г. Рощина1, 

Л.А. Кафтырева1,3, Е.С. Кунилова1, Н.Н. Курова1, Н.А. Стоянова1, А.Ю. Антипова1, 

А.В. Сварваль1, Е.В. Зуева1, А.А. Порин1,3, Е.В. Рогачева4, И.Р. Желтакова1, 

И.В. Хамитова1, Е.В. Тимофеева5, Г.И. Беспалова3

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБВОУ ВПО Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова Минобороны России, Санкт-Петербург, Россия
3 Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова, Санкт-Петербург, Россия
4 Санкт-Петербургская государственная академия ветеринарной медицины, Санкт-Петербург, Россия
5 Управление Роспотребнадзора по г. Санкт-Петербургу, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Широкие миграционные процессы, характерные для мегаполисов, в том числе Санкт-Петербурга, тре-

буют всестороннего изучения инфицированности мигрантов, приезжающих по трудовой визе. Материал для 

исследований был взят у 370 мигрантов, прибывших в Санкт-Петербург по трудовой визе. Контрольная груп-

па представлена 320 лицами взрослого населения Санкт-Петербурга. Методология исследования материала за-

висела от вида изучаемого возбудителя и включала в себя классические и современные методы исследования. 

Все полученные данные обработаны с помощью адекватных методов математической статистики. У трудовых 

мигрантов штаммы C. diphtheriae были выделены в 80 раз чаще, чем у постоянных жителей Санкт-Петербурга. 

У петербуржцев биовар gravis встречается в 25% случаев, у приезжего контингента — в 83% случаев, что являет-

ся неблагоприятным прогностическим признаком. У мигрантов 17% штаммов C. diphtheriae имеют «молчащий» 

ген токсигенности, который при известных условиях может возобновлять продукцию токсина. Местные жители 

защищены от дифтерии на 95%, а мигранты — лишь на 66%. У 17% трудовых мигрантов, носителей штаммов 

C. diphtheriae, определен низкий уровень защиты от дифтерии, что представляет угрозу для них и лиц, находящих-

ся с ними в контакте. Инфицированность возбудителями бруцеллеза трудовых мигрантов из Узбекистана в 9 раз 

выше, чем местного населения, лиц из Таджикистана — в 60 раз выше. Показатель инфицированности трудовых 

мигрантов из Узбекистана и Таджикистана C. burnetii в 25 раз выше, чем у местного населения. Хроническое тече-

ние этих инфекций осложняет диагностику и снижает качество жизни. По результатам скринингового теста бак-

терионосительство S. Typhi распространено в 7 раз чаще у трудовых мигрантов из Узбекистана и в 2 раза — у лиц 

из Таджикистана, чем среди местного населения Санкт-Петербурга. Серопревалентность токсигенных H. pylori 

у трудовых мигрантов составляет 84%, что гораздо выше, чем у постоянных жителей Санкт-Петербурга (57%). 
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Причины этого явления не изучены и требуют дальнейшего исследования. У трудовых мигрантов из Средней 

Азии отмечается низкий уровень популяционного иммунитета к парвовирусной инфекции: 37% серопозитив-

ных лиц из Узбекистана и 62% — из Таджикистана по сравнению с 78% у местного населения. Это может способ-

ствовать распространению парвовирусной инфекции с вовлечением в инфекционный процесс серонегативных 

постоянных жителей Санкт-Петербурга из групп риска, в том числе доноров крови, беременных женщин, лиц 

с иммунодефицитами, гематологичес ких и онкологических больных. Полученные результаты констатируют на-

пряженную эпидемиологическую ситуацию среди трудовых мигрантов Санкт-Петербурга по целому ряду ин-

фекций. Достоверная информация поможет правильно организовать дальнейшее изучение проблемы и прове-

дение соответствующих мероприятий по сохранению здоровья местного населения и приезжего контингента.

Ключевые слова: трудовые мигранты, дифтерия, бруцеллез, лихорадка Ку, лептоспироз, парвовирусная инфекция, 

хеликобактерная инфекция, брюшной тиф.

INFECTION OF LABOUR MIGRANTS FROM CENTRAL ASIA AND RESIDENTS OF ST. PETERSBURG 

AND THEIR SUSCEPTIBILITY TO VARIOUS INFECTIOUS DISEASES

Kraeva L.A.a,b, Тоkarevich N.K.a, Lavrentyeva I.N.a, Roshchina N.G.a, Kaftyreva L.A.a,c, Kunilova E.S.a, 

Kurova N.N.a, Stoyanova N.A.a, Antipova A.Yu.a, Svarval A.V.a, Zueva E.V.a, Porin A.A.a,c, Rogacheva E.V.d, 

Zheltakova I.R.a, Khamitova I.V.a, Timofeeva E.V.e, Bespalova G.I.c
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d St. Petersburg State Academy of Veterinary Medicine, St. Peterburg, Russian Federation
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Abstract. Wide migration processes typical for megacities, including St. Petersburg, require a comprehensive study of the in-

fection among migrants arriving on a work visa. Biological material for research was taken from 370 migrants who arrived 

in St. Petersburg on a work visa. The control group is represented by 320 adults of St. Petersburg. The methodology of the 

study of the biological material depended on the type of pathogen and included classical and modern methods of research. 

All obtained data are processed using adequate methods of mathematical statistics. C. diphtheriae strains in migrant workers 

were isolated 80 times more often than in permanent residents of St. Petersburg. In St. Petersburg gravis biovar occurs in 25% 

of cases, in the visiting contingent — in 83% of cases, which is an unfavorable prognostic sign. In migrants 17% of C. diphthe-

riae strains have a “silent” gene (tox+), which, under known conditions, can resume toxin production. The local people are 

protected from diphtheria by 95%, and labor migrant is only 66%. 17% of migrant workers with C. diphtheriae strains have a low 

level of protection against diphtheria, which poses a threat to them and those in contact with them. Infection with brucellosis 

pathogens of labor migrants from Uzbekistan is 9 times higher than the local population, persons from Tajikistan — 60 times 

higher. The infection rate of migrant workers from Uzbekistan and Tajikistan C. burnetii is 25 times higher than that of the lo-

cal population. The chronic course of these infections complicates diagnosis and reduces the quality of life. According to the 

results of the screening test, S. Typhi bacterium carrier is distributed 7 times more in migrant workers from Uzbekistan and 

2 times more in persons from Tajikistan than among the local population of St. Petersburg. The seroprevalence of toxic H. pylori 

in migrant workers is 84%, which is much higher than that of permanent residents of St. Petersburg (57%). The causes of this 

phenomenon have not been studied and require further study. Labor migrants from Central Asia have a low level of population 

immunity to parvovirus infection: 37% of seropositive persons from Uzbekistan and 62% from Tajikistan compared with 78% 

of the local population. This may contribute to the spread of parvovirus infection involving infection of seronegative residents 

of St. Petersburg risk groups, including blood donors, pregnant women, persons with immunodeficiencies, hematologic and 

oncologic patients. The results obtained ascertain the tense epidemiological situation among labour migrants in St. Petersburg 

for a number of infections. Reliable information will help to organize the correct further study of the problem and conduct ap-

propriate measures to preserve the health of the local population and the visiting contingent.

Key words: labour migrants, diphtheria, brucellosis, zoonoses, leptospirosis, Parvovirus infection, Helicobacter infection, typhoid fever.

Введение

Особенностью последних лет является уве-

личение миграционных процессов населения 

по разным причинам. Санкт-Петербург как ме-

гаполис не является исключением. По данным 

Управления Федеральной миграционной служ-

бы по Санкт-Петербургу и Ленинградской об-

ласти Северная столица ежегодно принимает 

200–300 тыс. мигрантов. Большая часть из них 

приезжает из стран СНГ по трудовой визе.

О наличии социально значимых инфекци-

онных заболеваний трудовых мигрантов (ТМ), 

которые обследуются в едином медицинском 

центре, есть необходимая информация, позво-

ляющая оценивать эпидемиологические риски 

распространения этих заболеваний среди ТМ 

и постоянных жителей Санкт-Петербурга (ПЖ 
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СПб). Так, ретроспективными исследованиями 

ряда авторов показано, что инфицированность 

вирусом иммунодефицита человека, заболевае-

мость туберкулезом, острыми кишечными ин-

фекциями, сифилисом в 5–30 раз чаще встреча-

ется у ТМ, чем у ПЖ СПб [7, 16, 22].

При этом нет никаких данных о заболева-

емости приезжего контингента воздушно-ка-

пельными, зоонозными, антропонозными, ки-

шечными и другими инфекциями. А между тем 

известно, что бруцеллез, лихорадка Ку, лепто-

спироз и брюшной тиф всегда были широко рас-

пространены в Средней Азии, откуда приезжает 

большинство ТМ. Исследования на дифтерию 

среди приезжих также не проводятся. В то же 

время известно, что в последние годы увеличи-

вается заболеваемость дифтерией в европейских 

странах после 15 лет стабильно благополучной 

ситуации. Так, в 2016 г. зарегистрировано 9 слу-

чаев дифтерии в Германии [25], 8 — во Франции 

[35], 6 — в Бельгии [26], 4 — в Швеции [27], 

по 2 случая дифтерии в Норвегии и Австрии 

[28], 1 — в Великобритании [31]. Причем боль-

шинство случаев были привезены беженцами 

или местным населением перечисленных стран, 

побывавшим в деловых или туристических по-

ездках в странах Африки и Ближнего Востока 

с высокой заболеваемостью дифтерией.

В Санкт-Петербурге наибольшее количество 

приезжих составляют ТМ из Узбекистана и Тад-

жикистана. По официальным данным в этих 

странах отсутствуют случаи дифтерии. Однако 

исследованиями ВОЗ, проведенными в 2010 г., 

было установлено, что более половины насе-

ления Таджикистана не защищено от дифте-

рии. Данные по Узбекистану вовсе отсутствуют. 

И если для стран Западной Европы наибольшее 

значение имеет завоз дифтерии из Африканского 

континента, то для России он может произойти 

из Среднеазиатских республик, особенно тех, что 

граничат со странами, эндемичными по дифте-

рии. Как известно, наибольшая заболеваемость 

дифтерией отмечается в Индии, Пакистане, 

Мьянме, Непале, из которых возможен занос ин-

фекции в Таджикистан и Узбекистан [24]. Также 

высокая заболеваемость регистрируется в Иране, 

откуда через Туркменистан дифтерия может быть 

завезена в Узбекистан.

К инфекциям с медико-социальной значи-

мостью относят и парвовирусную В19 инфекцию 

(инфекционную эритему). В настоящее время 

регистрация парвовирусной инфекции (ПВИ) 

в РФ и странах ближнего зарубежья отсутствует. 

В одном из немногих исследований по выявле-

нию случаев ПВИ на территориях РФ показано 

широкое распространение инфекции в Северо-

Западном федеральном округе и, в частности, 

в Санкт-Петербурге [2]. ПВИ распространяется 

в организованных коллективах (детские сады, 

школы, интернаты), в местах скученного прожи-

вания, в семьях [18]. В подавляющем большин-

стве (около 80%) случаев клинически выражен-

ная ПВИ протекает в легкой форме, а у взрослых 

в 20–50% случаев развивается бессимптомная 

форма заболевания. Эти клинические особенно-

сти затрудняют выявление инфекции, способ-

ствуют ее распространению, что представляет 

особую опасность для беременных женщин, лиц 

с иммунодефицитными состояниями, больных 

гематологического профиля. У них инфициро-

вание ПВИ может спровоцировать гепатиты, 

тяжелые формы анемии, скоротечный апласти-

ческий криз, вплоть до летального исхода [3, 21].

Учитывая тенденцию последних лет в отно-

шении путей распространения инфекций, боль-

шое количество мигрантов в Санкт-Петербурге 

из стран Средней Азии и отсутствие достовер-

ных сведений о заболеваемости у них дифтерией, 

брюшным тифом, парвовирусной и зоонозными 

инфекциями, авторы статьи сочли необходимым 

обозначить следующую цель исследовательской 

работы: изучить инфицированность различны-

ми возбудителями инфекционных болезней ТМ 

из Средней Азии и ПЖ СПб для усовершенство-

вания профилактики заболеваний.

Материалы и методы

Материал для исследований был взят у 370 миг-

рантов, прибывших в Санкт-Петербург по трудо-

вой визе. Контрольная группа представлена 320 

лицами взрослого населения (20–50 лет) Санкт-

Петербурга. Структура ТМ по странам представ-

лена следующим образом: 70% — из Узбекистана, 

22% — из Таджикистана, 8% — из Украины, 

Молдовы, Азербайджана, Турции. Структура ТМ 

по полу: 86% — мужчины, 14% — женщины. 

Структура ТМ по возрасту: лица 18–30 лет со-

ставляют 33%, 31–40 лет — 29%, 41–50 лет — 25%, 

старше 50 лет — 13%. Таким образом, 87% ТМ со-

ставляют взрослые лица до 50 лет.

При исследовании на дифтерийную ин-

фекцию материалом служили мазки из зева 

и носа — на наличие C. diphtheriae, образцы кро-

ви — на наличие антитоксических противодиф-

терийных антител. Мазки из зева и носа иссле-

довали на C. diphtheriae согласно МУК 4.2.3065-

13. Биохимическое типирование выделенных 

коринебактерий осуществляли с помощью тест-

системы Api Coryne (Biomerieux). Также в рабо-

те применяли масс-спектрометрический ана-

лиз с использованием технологии MALDI-TOF 

на масс-спектрометре Biotyper (Bruker, Германия) 

c автоматической программой Bruker Taxonomy. 

Токсигенность штаммов C. diphtheriae определя-

ли в Elek-тесте, ген токсинопродукции выявляли 

в полимеразной цепной реакции по инструкции 

из набора «АмплиСенс» (Москва).

Антитоксические противодифтерийные анти-

тела определяли в реакции пассивной гемагглю-

тинации (РПГА) с помощью эритроцитарного 

дифтерийного антигенного жидкого диагности-
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кума производства «Биомед» им. И.И. Мечникова 

(Московская область, Красно горский район, 

с. Петрово-Дальнее) согласно МУ 3.1.2943-11 

и в иммуноферментном анализе (ИФА) с помо-

щью набора для определения суммарных анти-

токсических антител на основе конъюгата — 

иммуноглобулинов (F(ab’)2-фрагментов) про-

тив IgG человека, аффинно очищенных, мечен-

ных пероксидазой (производства НПО «Биомед», 

г. Пермь) согласно МР 3.1.2.0105-15.

Для обнаружения антител к возбудителю бру-

целлеза применяли тест-систему «Бруцелла-ан-

титела-ИФА-БЕСТ» производства АО «ВЕКТОР-

БЕСТ». Постановку ИФА и оценку результатов 

проводили в соответствии с инструкциями из-

готовителя. Определение IgG-антител к Coxiella 

burnetii осуществляли с помощью разработан-

ной авторами статьи иммуноферментной тест-

системы [4]. Серологические исследования 

на лептоспироз проводили в реакции микро-

агглютинации (РМА), остающейся в настоящее 

время референтным тестом, с набором живых 

эталонных штаммов лептоспир 10 серологичес-

ких групп: Icterohaemorrhagiae, Javanica, Canicola, 

Autumnalis, Australis, Pomona, Grippotyphosa, Sejroe, 

Bataviae, Tarassovi, в соответствии с МУ 3.1.1128-

02 [5].

Для выявления хронических бактерионоси-

телей сыворотки крови исследовали на наличие 

антител к Vi-антигену возбудителя брюшного 

тифа (первичный скрининг возможного носи-

тельства) микрометодом в реакции пассивной 

гемагглютинации (РПГА). Использовали на-

бор реагентов «Диагностикум эритроцитарный 

сальмонеллезный Vi-антигенный для РПГА 

(СЭД-Vi)» производства ФБУН НИИЭМ име-

ни Пастера. Исследование проводили в 2 этапа. 

На этапе скрининга использовали качественный 

вариант реакции; при получении положитель-

ного результата (уровень антител к Vi-антигену 

выше/равно 1:40) проводили количественные 

исследования (определение уровня IgG к Vi-

антигену S. Typhi).

Наличие антител IgG к токсину CagA Helico-

bacter pylori исследовали иммуноферментным 

методом (DRG Unstruments GmbH, Германия).

В работе изучены следующие лабораторные 

маркеры ПВИ: IgG-антитела к PV B19 и ДНК 

вируса. Иммуноглобулины класса G выявля-

ли в ИФА с тест-системой recomWell Parvovirus 

B19 IgG (Microgen Diagnostic, Microgen GmbH, 

Германия) в соответствии с инструкцией. 

Для выделения и количественного определения 

ДНК PV B19 из образцов крови использовали 

наборы реагентов «ДНК-сорб-АМ» AmpliSens 

и «АмплиСенс® Parvovirus В19-FL» производства 

ФБУН «Центральный НИИ эпидемиологии» 

Роспотребнадзора (Москва).

Все полученные данные обработаны с по-

мощью адекватных методов математической 

статис тики.

Результаты

У ТМ штаммы C. diphtheriae были выделены 

в 1,6% случаев, в контрольной группе из населе-

ния Санкт-Петербурга не было выделено ни од-

ного штамма. Поэтому воспользовались дан-

ными Управления Роспотребнадзора по Санкт-

Петербургу о профилактических исследованиях 

за весь год. Оказалось, что у местного населения 

Санкт-Петербурга штаммы C. diphtheriae вы-

деляли в 0,02% случаев, то есть в 80 раз реже. 

От ТМ из Узбекистана получено 83% штаммов 

C. diphtheriae, выделенных в целом от ТМ, от при-

езжих из Таджикистана — 17%. У петербуржцев 

биовар gravis встречается в 25% случаев, у приез-

жего контингента — в 83% случаев (p < 0,001), при-

чем большинство — из Самаркандской области.

После проведения масс-спектрометричес кого 

анализа выделенных штаммов коринебактерий 

с использованием технологии MALDI-TOF была 

осуществлена иерархическая кластеризация по-

лученных спектров с использованием алгоритма 

попарного арифметического среднего (UPGMA) 

для определения связи между кластерами. В ка-

честве меры расстояния между отдельными масс-

спектрами применяли коэффициент корреляции 

Пирсона между переменными значениями интен-

сивности пиков в спектральных профилях (рис.).

В фенотипическом Elek-тесте все выделенные 

штаммы не проявляли токсигенных свойств. 

В полимеразной цепной реакции 17% штаммов 

оказались положительными (несущими «молча-

щий» ген токсигенности).

Результаты изучения специфического анти-

токсического противодифтерийного иммуните-

та показали, что ПЖ СПб защищены от дифте-

рии на 95%, в то время как прибывшие на работу 

ТМ — лишь на 66% (p < 0,001). Средний уровень 

суммарных антитоксических антител у ТМ со-

ставляет 0,56 МЕ/мл, у ПЖ СПб — 0,82 МЕ/мл. 

Средний индекс авидности антитоксических 

противодифтерийных антител у ТМ составляет 

38%, у ПЖ СПб — 56% (p < 0,01) в то время как 

защитный индекс авидности соответствует 30%. 

Для ТМ из всех стран характерно, что половина 

лиц (50%) имеют защитный уровень антител, 

а половина (50%) имеет минимальную (7%) или 

некоторую степень защиты (43%) от дифтерии. 

Возрастных особенностей при изучении уров-

ней антител не выявлено.

Донорами ТМ являются все администра-

тивно-территориальные единицы Узбекистана 

и Таджикистана. Но не во всех областях на-

лажена работа по вакцинации населения. 

Косвенным показателем этого могут служить 

следующие данные: наиболее низкие уров-

ни антител имеют ТМ из Кашкадарьинской 

области Узбекистана, а наиболее высокие — 

из Бухарской области. Самаркандская область, 

у представителей которой выделено наибольшее 

количество штаммов C. diphtheriae, имеет пока-
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затели, как средние по всей стране. Худшие по-

казатели по уровню защищенности от дифтерии 

у ТМ из Таджикистана отмечены в Халтонской 

области. Все остальные области не имеют суще-

ственных различий между собой.

Исследование сывороток ТМ на зоонозные 

инфекции позволило выявить антитела ко всем 

трем возбудителям. Так, инфицированность воз-

будителями бруцеллеза ТМ из Узбекистана соста-

вила 1,8%, а среди ТМ из Таджикистана — 13,8%, 

что выше, чем ПЖ СПб в 9 и 60 раз соответственно 

(p < 0,001). Показатель инфицированности жите-

лей мегаполиса C. burnetii носит весьма стабиль-

ный характер в течение многих лет и составляет 

0,4% от числа обследованных. Напротив, у ТМ 

из Узбекистана и Таджикистана этот показатель 

в 25 раза выше, чем у местного населения (p < 

0,001). Инфицированность лептоспирами ТМ 

из Узбекистана, Таджикистана и жителей Санкт-

Петербурга практически не различалась и соста-

вила 2,7; 3,4 и 3,0% соответственно.

При скрининговом выявлении хронических 

бактерионосителей S. Typhi положительный ре-

зультат был получен в 24 образцах сывороток 

крови ТМ. Подтверждающий тест показал нали-

чие антител в 9 сыворотках к Vi-антигену в диа-

гностическом титре. Положительные результа-

ты были получены у 2 граждан Таджикистана 

и 7 граждан Узбекистана, что составляет 3,6 

и 4,1% от числа обследованных граждан этих 

стран соответственно (p < 0,05).

При исследовании сывороток крови в конт-

рольной группе положительный результат при 

скрининге был получен лишь в 1 случае, а уро-

вень IgG к Vi-антигену S. Typhi был ниже 1:10.

В образцах сывороток крови ТМ в 84% случа-

ев обнаружены антитела к токсигенным штам-

мам H. pylori. При этом относительно высокие 

показатели превалентности H. pylori обнаруже-

ны во всех возрастных группах, но максимальны 

среди 41–50-летних — 87%. При сравнении дан-

ных показателей у ТМ и ПЖ СПб выявлено, что 

серопревалентность токсигенных H. pylori у по-

следних значительно ниже: у ПЖ СПб она равна 

57%, у ТМ — 84% (p < 0,05).

Результаты лабораторного обследования 

на маркеры ПВИ показали, что наименьшая 

доля серопозитивных к PV B19 лиц выявлена 

среди ТМ из Узбекистана (37%), среди приезжих 

из Таджикистана она составила 62% (p < 0,01). 

Гендерных различий среди серопозитивных лиц 

в этих двух группах не выявлено. Среди обсле-

дованных ПЖ СПб доля лиц с IgG-антителами 

к PV B19 существенно выше (78%) с преоблада-

нием серопозитивных мужчин (81%) против 60% 

серопозитивных женщин. При анализе возраст-

ной структуры серопозитивных к PV B19 лиц 

выявлено увеличение их доли в старших воз-

растных группах среди ТМ и у доноров Санкт-

Петербурга, что соответствует известным лите-

ратурным данным [9].

При этом в сыворотках крови обследованных 

ТМ из Узбекистана доля IgG-положительных 

образцов увеличивалась с 20% в возрастной 

группе 18–20 лет до 36% (21–30 лет) и сохраня-

лась на уровне 35–36% у лиц в возрасте до 50 лет. 

В сыворотках крови ТМ из Таджикистана 18–

20 лет все обследованные оказались серонега-

тивны к PV B19; далее отмечено увеличение доли 

IgG-положительных сывороток крови в каждой 

возрастной группе: от 57% (21–30 лет) до 85% (41–

50 лет) (p < 0,05).

В группе сравнения (доноры крови) высокое 

количество серопозитивных лиц отмечено уже 

среди лиц 18–20 лет (70%); далее этот показатель 

увеличивался и в возрастной группе 31–40 лет 

достиг 100%, несколько снизившись (до 89%) 

у лиц в возрасте 41–50 лет.

Часть сывороток крови, в которых были вы-

явлены IgG-антитела, были исследованы на на-

личие ДНК к PV В19. Наибольшее количество 

ДНК+ образцов (25%) выявлено в сыворотках 

крови доноров Санкт-Петербурга с максималь-

ной долей положительных находок среди лиц 

18–20 лет (52%). Эти образцы характеризовались 

высоким уровнем вирусной нагрузки — до 108 ко-

пий/мл, что свидетельствует о недавно перене-

сенной ПВИ. Напротив, среди образцов, полу-

ченных от ТМ, доля ДНК+ к PV B19 проб оказа-

лась достоверно ниже. Среди ТМ из Узбекистана 

она составила 12%, из Таджикистана — 3,6% (p < 

Рисунок. Иерархическая кластеризация 

MALDI-TOF спектров штаммов Corynebacterium, 

выделенных у трудовых мигрантов 

из Средней Азии

Figure. Hierarchical clustering of MALDI-TOF spectrums 
of strains Corynebacterium, isolated from Central Asia 
labor migrants
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0,05). При этом вирусная нагрузка в ДНК поло-

жительных образцах от ТМ оказалась низкой 

(не более 103 копий/мл).

Обсуждение

После эпидемии дифтерии конца XX в. 

в странах бывшего Советского Союза доля ва-

рианта gravis среди биологических вариантов 

C. diphtheriae снижалась и в большинстве регио-

нов была почти полностью вытеснена вариантом 

mitis. В Санкт-Петербурге доля варианта gravis 

не превышает 25% от всех выделенных штаммов, 

в то время как у ТМ она составляет 83%. Как из-

вестно, нарастание доли варианта gravis в струк-

туре штаммов C. diphtheriae является неблаго-

приятным прогностическим признаком [29].

Масс-спектрометрический анализ штам-

мов C. diphtheriae, выделенных от ТМ, позволил 

провести иерархическую кластеризацию полу-

ченных спектров. Наиболее близкими между 

собой оказались штаммы, выделенные у ТМ 

из Узбекистана. Причем, большинство из них 

были привезены из Самаркандской области. 

Статистически значимые отличия от них имели 

штаммы, выделенные от ТМ из Таджикистана. 

Полученные данные говорят о мере биологичес-

кой близости (или удаленности) штаммов, вы-

деленных от ТМ, приехавших из разных стран, 

и о возможности использования данных масс-

спектрометрического анализа для эпидемиоло-

гических целей.

Выявление гена (tox+) у некоторых фенотипи-

чески нетоксигенных штаммов C. diphtheriae, вы-

деленных от ТМ, подтверждает общую законо-

мерность циркуляции таких штаммов с «молча-

щим» геном в структуре всех штаммов. В разных 

регионах и в разные годы доля таких штаммов 

колеблется от 10–12 до 55% [14]. Как известно, 

у штаммов с «молчащим» геном в определенных 

условиях может возобновляться продукция ток-

сина. Поэтому в случаях выделения у пациента 

штамма даже с «молчащим» геном существует 

опасность возобновления токсинопродукции.

Как показали результаты исследования, у ТМ 

отмечается низкий уровень защиты от дифтерии 

по суммарному количеству антитоксических 

противодифтерийных антител и по авидности 

[6]. Выявлен факт неустойчивого специфичес-

кого иммунитета по обоим показателям у по-

ловины ТМ. Более того, у 17% лиц — носителей 

штаммов C. diphtheriae определены низкие уров-

ни антитоксических антител и авидности. Эти 

лица несут угрозу даже для самих себя в плане 

возможности развития инфекции.

Существенные различия в инфицированнос-

ти бруцеллами и коксиеллами ТМ по сравнению 

с ПЖ СПб позволяют с большой вероятностью 

предположить, что заражение произошло вне 

мегаполиса, что косвенно подтверждается ши-

роким распространением бруцеллеза и коксиел-

леза в Узбекистане и Таджикистане. Последнее 

связано с социально-экономическим укладом 

и переводом поголовья сельскохозяйственных 

животных из коллективных в индивидуальные 

хозяйства. Происходит снижение эффективнос-

ти профилактических противоэпизоотических 

и противоэпидемических мероприятий, и эти 

инфекции приобретают характер эпидемичес-

кого распространения [8, 12].

Инфицирование ТМ лептоспирами, вероят-

но, произошло в Санкт-Петербурге. Подтверж-

дением этому являются практически не разли-

чающиеся между собой показатели инфициро-

ванности этим патогеном ТМ и ПЖ СПб. Кроме 

того, у ТМ выявлены антитела к лептоспирам се-

рогрупп Icterogemorrhagiae и Canicola, которые ха-

рактерны для этиологии лептоспироза в Санкт-

Петербурге [17, 20]. Возможность заражения ТМ 

лептоспирами в Санкт-Петербурге обусловлена 

характером выполняемой ими работы: низко-

квалифицированный труд на стройках, рынках 

(грузчики), в системе коммунального хозяйства 

(дворники, уборщики мусора), а также не всегда 

благоприятные условия проживания не исклю-

чают вероятность контакта с синантропными 

грызунами, которые, как известно, в условиях 

города являются источником инфекции более 

чем для 30% заболевших [11].

Человек, как правило, является биологичес-

ким (экологическим) тупиком для возбудите-

лей зооантропонозов, поэтому, в отличие от ан-

тропонозов, реальной опасности для ПЖ СПб 

мигранты, инфицированные в прошлом воз-

будителями лептоспироза, лихорадки Ку и бру-

целлеза, не представляют. Однако перечислен-

ные патогены в ряде случаев длительно перси-

стируют в организме человека и могут вызывать 

хроническое течение болезни. Так, при бруцел-

лезе хроническая форма инфекции составляет 

40–60% с дальнейшей инвалидизацией больных 

[15]. Хроническая форма — весьма частый исход 

и лихорадки Ку: на юге Франции от 5 до 8% слу-

чаев эндокардитов обусловлены Coxiella burnetii 

[36]. Лечение коксиеллезного эндокардита тре-

бует длительного применения дорогостоящих 

терапевтических препаратов, в ряде случаев — 

хирургического вмешательства [19, 23]. При леп-

тоспирозной инфекции патологический про-

цесс может принимать затяжное течение у 5% 

больных [1]. При заболеваниях неясной этио-

логии ТМ необходимо обследовать, в том чис-

ле на бруцеллез, лихорадку Ку и лептоспироз. 

Особую настороженность врачей должны вы-

зывать артриты, бурситы, артрозы и спондило-

артрозы, характерные для хроничес кого течения 

бруцеллеза, эндокардиты и хронические пнев-

монии, характерные для лихорадки Ку, а также 

нарушения функции печени, почек, органов 

зрения (ириты, иридоциклиты), нервной и сер-

дечно-сосудистой систем, возникающие после 

перенесенного лептоспироза.
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Проведенное исследование подтверждает 

факт повсеместного распространения ПВИ. 

Вместе с тем, невысокая контагиозность заболе-

вания объясняет различия в частоте выявления 

лабораторных маркеров ПВИ у ПЖ СПб и ТМ 

из стран Средней Азии. При отсутствии специ-

фической профилактики очевидно наличие по-

стоянной циркуляции парвовируса В19. В та-

ком крупном мегаполисе, как Санкт-Петербург, 

с высокой плотностью населения, выраженны-

ми внутренними миграционными процессами, 

с высокой долей организованных детей, с боль-

шим количеством средних и высших образо-

вательных учреждений (в том числе военных), 

с проживанием иногородних студентов в обще-

житиях и казармах, создаются условия для воз-

никновения и широкого распространения ПВИ. 

Это подтверждается высокой долей лиц, инфици-

рованных ДНК парвовируса В19, среди доноров 

крови — курсантов военного училища. Широкое 

распространение ПВИ в Санкт-Петербурге под-

тверждается проведенными ранее исследования-

ми [9]. Однако почти в каждой возрастной группе 

выявлены лица, чувствительные к инфицирова-

нию PV B19. В частности, ранее было показано, 

что среди 210 обследованных беременных жен-

щин, проживающих в Санкт-Петербурге, около 

50% чувствительны к заражению PVB19 [2].

Видимо, обследованные ТМ прибыли из райо-

нов с невысокой плотностью населения, слабо 

выраженной внутренней миграцией, небольшим 

количеством средних и высших учебных заведе-

ний. Очевидно, этим объясняется существенно 

меньшее количество серопозитивных к PV B19 

лиц среди граждан Узбекистана и Таджикистана 

по сравнению с ПЖ СПб. ТМ с низким уровнем 

популяционного иммунитета являются мише-

нью для инфицирования PV В19. Скученность 

проживания этих этнических общин, характер-

ная для их пребывания в Санкт-Петербурге, мо-

жет способствовать активному распространению 

ПВИ среди ТМ с вовлечением в инфекционный 

процесс чувствительных к инфицированию 

ПЖ СПб, в том числе доноров крови, беремен-

ных женщин, лиц с первичными и вторичными 

иммунодефицитами, больных анемиями, реци-

пиен тов крови и костного мозга, онкологических 

больных.

Более высокая серопревалентность токсиген-

ных H. pylori у ТМ, чем у ПЖ СПб (в 1,5 раза), мо-

жет быть обусловлена разными социально-эко-

номическими условиями проживания населе-

ния, а также этническими различиями в укладе 

жизни [30, 37].

Заключение

Активная циркуляция штаммов C. diphtheriae 

среди ТМ, распространение биохимического ва-

рианта gravis, наличие штаммов с «молчащим» 

геном, недостаточная защищенность ТМ от диф-

терии, высокая скученность их в местах времен-

ного проживания, социально-экономические 

трудности во время проживания, недостаточная 

доступность медицинских услуг — все эти фак-

торы свидетельствуют о неблагоприятной ситуа-

ции в отношении дифтерийной инфекции среди 

ТМ и требуют проведения определенных ме-

роприятий, направленных на предупреждение 

эпидемиологической нестабильности в Санкт-

Петербурге.

Впервые полученные данные о распространен-

ности инфекции, обусловленной H. pylori, среди 

мигрантов из Средней Азии, представляют опре-

деленный интерес в связи с полным отсутствием 

информации по данному вопросу. Необходимо 

проведение более глубокого изучения влияния 

этой инфекции на здоровье ТМ и ее распростра-

нения среди жителей Санкт-Петербурга.

Присутствие в Санкт-Петербурге ТМ из Сред-

ней Азии с низким уровнем иммунитета к ПВИ 

может способствовать распространению инфек-

ции с вовлечением в инфекционный процесс 

серонегативных ПЖ СПб из групп риска, в том 

числе доноров крови, беременных женщин, лиц 

с иммунодефицитами, гематологических и он-

кологических больных.

Инфицированность возбудителями бруцел-

леза и коксиеллеза ТМ значительно выше, чем 

у ПЖ СПб. Хроническое течение, характерное 

для бруцеллеза и коксиеллеза, и длительно со-

храняющиеся после перенесенного лептоспи-

роза патологические изменения, снижают каче-

ство жизни ТМ, ухудшают их работоспособность 

и повышают нагрузку на медицинские учреж-

дения Санкт-Петербурга. При обращении ТМ 

за медицинской помощью следует исключать 

обострение хронического течения болезней, вы-

званных Brucella и C. burnetii. Поэтому при нали-

чии соответствующих симптомов этих лиц надо 

обследовать на бруцеллез и лихорадку Ку.

Проведенные исследования позволили в об-

щих чертах оценить уровни инфицированности 

ТМ возбудителями различных инфекционных 

заболеваний и восприимчивость к ним по срав-

нению с показателями для ПЖ СПб. Полученные 

результаты помогут правильно организовать 

дальнейшее изучение проблемы и проведение 

соответствующих мероприятий по сохранению 

здоровья местного населения и приезжего кон-

тингента.
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ИММУНОГЕННОСТЬ ВАКЦИНЫ ПРОТИВ 

ГЕПАТИТА В ТРЕТЬЕГО ПОКОЛЕНИЯ 

(pre-S1/pre-S2/S)

Е.В. Эсауленко1, А.А. Сухорук1, К.А. Захаров1, А.А. Яковлев2

1 ФГБОУ ВО Санкт-Петербургский государственный педиатрический медицинский университет МЗ РФ, 

Санкт-Петербург, Россия
2 СПбГБУЗ Клиническая инфекционная больница им. С.П. Боткина, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В настоящее время широко используются вакцины против гепатита В второго поколения, получаемые 

в биотехнологических эукариотических системах на основе дрожжей и содержащие S-белковый домен частицы 

HBsAg при полном отсутствии доменов pre-S1 и pre-S2. Вместе с тем доказано, что именно эти антигены могут 

значительно влиять на иммуногенность, что делает разработку и использование вакцин третьего поколения, со-

держащих все антигенные детерминанты, перспективной задачей. Для сравнительного изучения иммуногеннос-

ти вакцин второго и третьего поколений Engerix-B™ и Sci-B-Vac™ было проведено рандомизированное двойное 

слепое клиническое исследование. В исследование были включены здоровые лица обоих полов в возрасте от 18 

до 45 лет (n = 94), cеронегативные в отношении HBsAg, HBsAb, HBcAb при скрининге и ранее не получавшие им-

мунобиологические средства профилактики гепатита В. В группу I (n = 47) вошли лица, получившие вакцину 

второго поколения Engerix-B™, в группу II (n = 47) — вакцину третьего поколения Sci-B-Vac™. Вакцинация осу-

ществлялась трехкратно — в 1, 28 и 180 дни исследования. Концентрация HBsAb, показатели сероконверсии (доля 

лиц с концентрацией HBsAb > 2,1 мМЕ/мл) и серопротекции (доля лиц с концентрацией HBsAb ≥ 10 мМЕ/мл) 

оценивались на 28, 90, 180 и 210 день исследования. При оценке показателя ранней сероконверсии на 28 день ис-

следования установлено, что он составил 76,60% в группе I и 93,88% в группе II (p < 0,05); показатель серопротек-

ции составил 51,06 и 61,22% соответственно. Данные различия в отношении доли лиц, достигших сероконвер-

сии на 28 день исследования, могут свидетельствовать о наступлении более быстрого иммунологического ответа 

на введение вакцины Sci-B-Vac™. При анализе средних значений концентрации HBsAb в группах I и II были полу-

чены данные о наличии статистически значимых различий между уровнем антител на 90 и 180 день исследования 

(p < 0,05). На 90 день исследования в группе I концентрация HBsAb составила 378,68±60,95 мМЕ/мл, в группе II — 

618,31±58,34 мМЕ/мл. На 180 день исследования в группе I концентрация HBsAb достигла 441,34±63,83 мМЕ/

мл, в группе II — 757,72±55,14 мМЕ/мл. Проведенный анализ значимости зависимости уровня антител от пола, 

возраста и массы тела выявил, что возраст вакцинированного влияет на концентрацию антител после вакцина-

ции Engerix-B™ (р < 0,05). Таким образом, полученные результаты позволяют сделать вывод о наличии быстрого 

и сильного иммунного ответа на введение вакцины третьего поколения Sci-B-Vac™, что может свидетельствовать 

о преимуществе вакцины, содержащей все три рекомбинантных белка оболочки вируса гепатита В, что, в свою 

очередь, может сыграть решающую роль в клинической практике при экстренной профилактике гепатита В, 

а также при использовании у пациентов с иммунокомпроментированными состояниями.

Ключевые слова: вакцина, гепатит В, Sci-B-Vac™, иммуногенность, сероконверсия, серопротекция, pre-S1/pre-S2/S.
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Abstract. Currently, second-generation hepatitis B vaccines are widely used. They are produced in biotechnologi-

cal eukaryotic yeast-based systems and contain the S-protein domain of HBsAg particle in the complete absence 

of pre-S1 and pre-S2 domains. At the same time, these antigens were proved to significantly influence immuno-

genicity, which makes the development and use of third-generation vaccines containing all antigenic determinants 

a long-range objective. A randomized, double-blind clinical study was conducted to compare immunogenicity of se-

cond- and third-generation vaccines Engerix-B™ and Sci-B-Vac™, respectively. Healthy subjects of both sexes aged 

18 to 45 years (n = 94) who are seronegative for HBsAg, HBsAb, HBcAb at screening and who previously had not 

received immunobiological agents for hepatitis B prophylaxis were included in the study. Group I (n = 47) received 

the second-generation vaccine Engerix-B™, Group II (n = 47) — the third-generation vaccine Sci-B-Vac™. Subjects 

received vaccines three times — on days 1, 28 and 180 of the study. HBsAb levels, rates of seroconversion (the propor-

tion of subjects with HBsAb levels > 2.1 mIU/mL) and seroprotection (the proportion of subjects with HBsAb levels 

≥ 10 mIU/mL) were assessed on days 28, 90, 180 and 210 of the study. Early seroconversion rate assessed on Day 28 was 

76.60% in Group I and 93.88% in Group II (p < 0.05); seroprotection rate was 51.06 and 61.22%, respectively. These 

differences in the proportion of subjects who achieved seroconversion on Day 28 may indicate a faster immunological 

response to Sci-B-Vac™ vaccine. Statistically significant differences between the level of antibodies on days 90 and 180 

(p < 0.05) were observed when analyzing the average values of HBsAb concentration in Groups I and II. The concen-

tration of HBsAb on Day 90 was 378.68±60.95 mIU/mL in Group I, and 618.31±58.34 mIU/mL in Group II. On Day 

180, the concentration of HBsAb reached 441.34±63.83 mIU/mL in Group I, and 757.72±55.14 mIU/mL in Group II. 

The significance of dependence of antibody level on sex, age and body weight was analyzed. It was revealed that the age 

of a vaccinated subject affects antibody level after administration of Engerix-B™ (p < 0.05). The results obtained sug-

gest that there is a rapid and strong immune response to the third-generation vaccine Sci-B-Vac™. This may indicate 

advantage of the vaccine containing all three recombinant proteins of hepatitis B virus envelope, which, in turn, can 

play a key role in clinical practice for urgent prophylaxis of hepatitis B, as well as for treatment of immunocompro-

mised conditions.

Key words: hepatitis B, vaccine, Sci-B-Vac™, immunogenicity, seroconversion, seroprotection, pre-S1/pre-S2/S.

Введение

В настоящее время доказано, что имен-

но вакцинация является основным и наибо-

лее надежным способом защиты населения 

от инфицирования вирусом гепатита В (ВГВ, 

HBV). Обобщив многолетний опыт примене-

ния вакцин против ВГВ, Всемирная органи-

зация здравоохранения (ВОЗ) рекомендовала 

в качестве наиболее эффективной меры специ-

фической профилактики HBV-инфекции вве-

дение вакцинации в национальные календари 

профилактических прививок вне зависимости 

от уровня заболеваемости [13].

В Национальный календарь профилакти-

ческих прививок Российской Федерации (РФ), 

вакцинация против гепатита В (ГВ) внесена 

в 2001 г.  [4]. Долгосрочный анализ заболевае-

мости острым ГВ на территории РФ в период 

2001–2016 гг. выявил многократное снижение 

ее уровня. В Северо-Западном федеральном 

округе заболеваемость составила менее 1 слу-

чая на 100 тыс. населения, что соответствует 

показателю элиминации [1]. Таким образом, ГВ 

можно отнести к управляемым и контролируе-

мым инфекциям.

Эра разработки вакцин против ГВ началась 

в конце 70-х гг. прошлого века, когда из плаз-

мы больных ГВ была получена и исследована 

вакцина, содержавшая инактивированные ви-

русные частицы — вакцина первого поколения 

[28]. Уже в 1981 г. она была одобрена для исполь-

зования в системе здравоохранения некоторых 

стран [29].

Однако в связи с успешными эксперимента-

ми по разработке эукариотических клеточных 

линий, экспрессирующих белок поверхностно-

го антигена ВГВ (HBsAg), ей на смену пришли 

вакцины второго поколения. Первая реком-

бинантная вакцина против ГВ, получившая 

коммерческое название Engerix-B™, была раз-

работана и внедрена в клиническую практику 

в 1986 г.  [9]. В настоящее время разработано семь 

вакцин второго поколения, широко используе-

мых как в мире, так и в РФ [2, 31].

Активной субстанцией рекомбинантной 

вакцины является HBsAg, который получают 

на дрожжевых клетках или клетках животного 

происхождения, в которые с помощью плазмид 

вводится ген HBsAg [9]. Данные вакцины инду-

цируют образование специфических антител 

к HBsAg (HBsAb), концентрация которых, рав-
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ная 10 мМЕ/мл, достаточна для создания им-

мунитета против ВГВ [24]. В настоящее время 

имеются доказательства, свидетельствующие, 

что достижение защитной концентрации анти-

тел после первичной иммунизации приводит 

к формированию долговременной иммуноло-

гической памяти и обеспечивает продолжи-

тельную защиту от ГВ даже при дальнейшем 

падении концентрации антител [30].

Иммуногенность вакцины Engerix-B™ неод-

нократно изучалась у лиц различных возраст-

ных групп (взрослых, детей и новорожденных). 

Многочисленные исследования, проведенные 

в РФ и за рубежом, показали, что через 1 месяц 

после введения первой дозы вакцины частота 

выявления антител составила 13–20%, через 

месяц после введения второй дозы — 53–67%, 

а через месяц после третьей дозы — 93–100%. 

[3]. Вакцины против ГВ второго поколения яв-

ляются эффективными и широко используют-

ся в различных странах.

Несмотря на то, что именно с развитием 

генно-инженерных технологий и широким 

внедрением в практику вакцин второго по-

коления, появилась возможность контроля 

HBV-инфекции, они оказались не лишены 

ряда недостатков. Рекомбинантные вакцины 

второго поколения не содержат в своем соста-

ве доменов pre-S1 и pre-S2, которые существен-

ным образом влияют на их иммуногенность 

и протективные свойства [10, 20]. Кроме того, 

они не запускают каскад иммунологичес ких 

реакций, приводящих к образованию анти-

тел к pre-S1 и pre-S2 антигенам, играющих 

важную защитную роль [15, 18, 19, 21]. В до-

полнение к гуморальному ответу, для появ-

ления защитного иммунитета требуется так-

же эффективный клеточный ответ со сторо-

ны клеток памяти, антигенпрезентирующих 

клеток и цитотоксических Т-лимфоцитов. 

Известно, что домены pre-S1 и pre-S2 содер-

жат антигенные детерминанты, специфичные 

к Т-лимфоцитам, что также играет существен-

ную роль в формировании протективных эф-

фектов вакцины [18, 20].

Все вышеперечисленное явилось предпо-

сылкой к дальнейшему проведению исследова-

ний и разработке вакцины третьего поколения, 

получившей название Sci-B-Vac™ и содержа-

щей все три рекомбинантных белка оболоч-

ки ВГВ — малый антиген S (HBsAg), средний 

pre-S2 и большой pre-S1 поверхностные анти-

гены.

Следует отметить, что в ходе разработки 

вакцины Sci-B-Vac™, ее повышенная имму-

ногенность была доказана в ряде контроли-

руемых сравнительных исследований, прове-

денных с участием детей и взрослых, а также 

в особых группах пациентов (пациенты с им-

муносупрессией, страдающие почечной недо-

статочностью, а также лица, не отвечающие 

на вакцины второго поколения) [7, 8, 12, 22, 

23, 26, 27, 32, 33, 34, 35], что отражает ее особое 

значение при использовании у иммуноком-

прометированных лиц, а также при необходи-

мости осуществления мер экстренной профи-

лактики ГВ [16, 25].

Несмотря на широкое изучение эффектив-

ности вакцин второго и третьего поколений, 

ранее не выполнялись исследования, в которых 

проводилась сравнительная оценка иммуно-

генности после их однократного или двукрат-

ного введения для оценки скорости нарастания 

иммунного ответа.

Цель исследования — сравнительный ана-

лиз эффективности и иммуногенности вак-

цин второго и третьего поколений (Engerix-B™ 

и Sci-B-Vac™) у взрослых добровольцев, ранее 

не получавших иммунобиологических средств 

профилактики ГВ.

Материалы и методы

Исследование проведено в 2013 г. в 3 иссле-

довательских центрах, открытых на территории 

РФ на основании разрешения Министерства 

здравоохранения РФ. Все этапы исследования 

соответствовали законодательству РФ, требо-

ваниям Надлежащей клинической практики, 

международным этическим нормам, а также 

одобрены локальными независимыми комите-

тами по этике.

Клиническое исследование являлось сравни-

тельным рандомизированным двойным слепым 

по оценке эффективности вакцин Sci-B-Vac™ 

и Engerix-B™ в двух параллельных группах.

В исследование было включено 100 здоровых 

добровольцев старше 18 лет, ранее не получав-

ших иммунобиологических профилактических 

средств против ГВ.

Добровольцы, прошедшие скрининг и со-

ответствующие критериям включения, были 

случайно распределены (рандомизированы) 

в две группы в соотношении 1:1, для введения 

вакцины Sci-B-Vac™ (группа I) или Engerix-B™ 

(группа II).

Вакцинация проводилась в соответствии 

с санитарно-эпидемиологическими правила-

ми СП 3.1.1.2341-08 «Профилактика вирусного 

гепатита B» [5], внутримышечно в дельтовид-

ную область по принятому графику трехкратно: 

1 доза — момент начала вакцинации, 2 доза — 

через 28 дней после 1 прививки, 3 доза — через 

180 дней от начала иммунизации (0–28–180). 

Разовая доза HBsAg составляла 20 мкг для 

Engerix-B™ и 10 мкг для Sci-B-Vac™, что соот-

ветствовало инструкциям по медицинскому 

применению этих препаратов.
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Для оценки эффективности вакцинации 

были использованы критерии Европейской 

фармакопеи [11] и Рекомендаций ВОЗ по оцен-

ке качества, безопасности и эффективности ре-

комбинантных вакцин против ГВ [31]:

 – показатель сероконверсии — доля лиц, 

приобретших антитела к HBsAg в концент-

рации 2,1 мМЕ/мл и более в результате им-

мунизации;

 – показатель серопротекции — доля лиц, 

у которых определялись HBsAb в концентра-

ции более 10 мМЕ/мл.

Вакцина считается эффективной при дос-

тижении уровня сероконверсии в 95% случаев 

и более [11, 31].

Определение концентрации HBsAb выпол-

няли методом иммуноферментного анализа 

с использованием тест-системы производства 

фирмы Abbott Laboratories (США).

Иммунологические показатели, а именно: 

концентрация HBsAb, показатели сероконвер-

сии и серопротекции оценивались на 28, 90, 180 

и 210 дни исследования. Забор крови для оцен-

ки указанных показателей проводился до вве-

дения вакцины. Такая схема мониторинга по-

зволила проанализировать данные показатели 

после одно-, двух- и трехкратного применения 

исследуемых вакцин и оценить силу и ско-

рость иммунологического ответа, которая вы-

ражалась в оценке показателей сероконверсии 

и серопротекции после второй и третьей вак-

цинации, а также оценке концентрации  HBsAb 

в каждой из исследуемых групп.

Статистический анализ включал в себя сле-

дующие критерии и методы:

 – В качестве первичного конечного показа-

теля эффективности вакцин было выбрано 

значение  показателя сероконверсии после 

третьей вакцинации. Для его оценки была 

выбрана гипотеза «не хуже». Данная гипо-

теза принималась, если рассчитанный до-

верительный интервал для разности долей 

(по показателям сероконверсии в группах) 

содержал ноль, а нижняя граница довери-

тельно интервала была не ниже — 4%.

 – Доля лиц с сероконверсией и серопротек-

цией на 28, 90, 180 и 210 день исследования 

анализировались с использованием χ2 для 

долей. Статистически значимыми считали 

различия при достигнутом р < 0,05.

 – Концентрация HBsAb представлена в виде 

средней величины и стандартной ошибки 

среднего.

 – Двухфакторный дисперсионный анализ 

ANOVA применялся при сравнении кон-

центрации антител в зависимости от пола, 

возраста, массы тела и вводимой вакцины. 

Для оценки возможных различий, выявлен-

ных после проведенного дисперсионного ана-

лиза, выполнялись попарные сравнения сред-

них значений имеющихся групп с помощью 

метода Тьюки. Статистически значимыми 

считали различия при достигнутом р < 0,05.

Результаты

Всего в исследование было включено, случай-

но распределено по группам и вакцинировано 

в первый день 100 человек. Сравнительная демо-

графическая характеристика лиц, включенных 

в исследование, представлена в таблице 1.

Согласно проанализированным демографи-

ческим данным, ни по одному из параметров 

не было выявлено статистически значимых 

Таблица 1. Демографическая характеристика лиц, включенных в исследование

Table 1. Demography data of included subjects

Параметр

Variable
Группа I

Group I
Группа II

Group II
р

Число добровольцев, абс.

Number of subjects, abs.
50 50 > 0,05

Гендерный состав, абс.

Sex, abs.

Мужчины

Men
18 21 > 0,05

Женщины

Women
32 29 > 0,05

Средний возраст, лет (M±SD)

Average age, years (M±SD)
28,38±7,72 30,56±8,13 > 0,05

Средний рост, см (M±SD)

Average height, cm (M±SD)
170,24±9,56 173,10±9,20 > 0,05

Средний вес, кг (M±SD)

Average weight, kg (M±SD)
70,11±12,20 71,49±15,91 > 0,05

Средний индекс массы тела, кг/м2 (M±SD)

Average body mass index, kg/m2 (M±SD)
24,18±3,71 23,64±3,69 > 0,05

Европеоидная раса

Caucasian race
+ + –



75

2018, Т. 8, № 1 Вакцина против гепатита B третьего поколения

различий между группами, что свидетельству-

ет о равномерном распределении добровольцев 

между ними и успешной рандомизации.

В ходе проведения исследования на его различ-

ных этапах шесть человек отказались от дальней-

шего участия и были исключены из исследования.

При оценке показателя сероконверсии после 

полного курса вакцинации было установлено, 

что на 210 день исследования в группе I он дос-

тиг 100%, а в группе II — 97,87%. Вычисленный 

95% доверительный интервал содержал 0 (–2,02; 

6,28%), а его нижний предел был выше заяв-

ленной величины в –4%, поэтому можно ут-

верждать, что гипотеза «не хуже» подтверди-

лась и иммуногенность вакцины Sci-B-Vac™ 

как минимум не хуже таковой для вакцины 

Engerix-B™.

Сводные данные о достигнутых показателях 

сероконверсии и серопротекции представлены 

в таблице 2.

Оценка показателя сероконверсии на 28, 90, 

180 и 210 день исследования по сравнению 

с 1 днем с использованием критерия Мак-Немара 

продемонстрировала, что более 95% доброволь-

цев достигли сероконверсии уже пос ле двух 

вакцинаций, что даже превосходит требования, 

предъявляемые ВОЗ относительно эффектив-

ности рекомбинантных профилактических вак-

цин против ГВ, и свидетельствует о высокой им-

муногенности использованных вакцин.

Обращают на себя внимание существенные 

различия в показателях сероконверсии в ис-

следуемых группах после первой вакцинации. 

На 28 день исследования сероконверсия наблю-

далась у 93,88% лиц в группе I и у 76,60% лиц 

группы II (р < 0,05).

Статистический анализ доли лиц, достиг-

ших серопротекции, продемонстрировал, что 

на 28, 90, 180 и 210 день исследования оба иссле-

дуемых препарата обеспечивают сопоставимый 

уровень защиты против инфицирования ВГВ 

(р > 0,05), статистически значимого превосход-

ства вакцины Sci-B-Vac™ показано не было.

Динамика изменения средних геометричес-

ких значений концентрации HBsAb представ-

лена на рисунке.

Установлено, что концентрация антител была 

выше в группе добровольцев, вакцинированных 

Sci-B-Vac™. Для лиц, вакцинированных препа-

ратом Sci-B-Vac™, на 90 день вакцинации кон-

центрация HBsAb составила 618,31±58,34 мМЕ/

мл, на 180 день — 757,72±55,14 мМЕ/мл и 891,36±

37,01 мМЕ/мл на 210 день исследования. Для лиц, 

вакцинированных Engerix-B™, на 90 день вакци-

нации концентрация HBsAb составила 378,68±

60,95 мМЕ/мл, на 180 день — 441,34±63,83 мМЕ/мл 

и 787,04±51,33 мМЕ/мл на заключительном визите.

Статистический анализ средних геометри-

ческих значений концентраций антител прово-

дился c использованием дисперсионного ана-

лиза ANOVA и критерия Тьюки. Установлено 

наличие статистически значимых различий 

между уровнем антител на 90 и 180 день иссле-

дования в группах добровольцев.

Проведенный анализ значимости зависимос-

ти уровня антител от пола, возраста и массы 

тела выявил, что возраст вакцинированного 

влияет на концентрацию антител после вакци-

нации Engerix-B™ (р < 0,05). В то же время, пос-

ле использования вакцины Sci-B-Vac™ такая 

зависимость не наблюдалась (p > 0,05). В обеих 

группах не получено данных о влиянии массы 

тела и пола на концентрацию защитных анти-

тел (p > 0,05).

Обсуждение

Полученные нами данные показателей серо-

конверсии на 28, 90, 180 и 210 день исследования 

отличаются от результатов оценки эффектив-

Таблица 2. Показатели сероконверсии и серопротекции в различные сроки исследования

Table 2. Seroconversion and seroprotection rates in different timepoints of study

День исследования

Day of study

Показатель сероконверсии, %

Seroconversion rate, %
Показатель серопротекции, %

Seroprotection rate, %

Группа I

Group I
Группа II

Group II
р

Группа I

Group I
Группа II

Group II
р

День 1

Day 1
0 0 – 0 0 –

День 28

Day 28
93,88 76,60 < 0,05 61,22 51,06 > 0,05

День 90

Day 90
100,00 95,75 > 0,05 95,92 87,23 > 0,05

День 180

Day 180
100,00 95,75 > 0,05 100,00 89,36 > 0,05

День 210

Day 210
100,00 97,87 > 0,05 100,00 97,87 > 0,05
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ности рекомбинантных вакцин второго поколе-

ния, полученных в более ранних исследованиях 

[14]. С другой стороны, исследования, прове-

денные в конце 90-х — начале 2000-х гг. проде-

монстрировали сходные с нами результаты [6, 

17 ]. Это может быть объяснено, как и в нашем 

случае, участием в этих исследованиях отно-

сительно молодых и здоровых субъектов, луч-

ше отвечающих на проводимую вакцинацию. 

Возможно, существенно больший показатель 

сероконверсии на 28 день исследования в груп-

пе субъектов, получавших Sci-B-Vac™, может 

свидетельствовать о наступлении более бы-

строго иммунологического ответа на введение 

этой вакцины. Сведений об уровне показателя 

сероконверсии через месяц после однократного 

применения вакцин второго и тем более третье-

го поколений в доступных литературных источ-

никах обнаружить не удалось.

В отношении показателя серопротекции, 

оба исследуемых препарата обеспечивают со-

поставимый уровень защиты, при этом при-

чины относительно сильного ответа в ранние 

периоды могут быть аналогичными и связан-

ными с выбранной исследуемой популяцией. 

Обращает на себя внимание тот факт, что, не-

смотря на большую долю добровольцев, достиг-

ших серопротекции на день 28 в группе I, ста-

тистически значимого превосходства вакцины 

Sci-B-Vac™ показано не было.

В заключении следует отметить, что в ходе 

исследования обе вакцины продемонстрирова-

ли достаточную эффективность с точки зрения 

достижения необходимого уровня сероконвер-

сии и серопротекции.

Анализ полученных результатов позволяет 

сделать вывод о наличии быстрого и сильного 

иммунного ответа на введение вакцины Sci-

B-Vac™, превосходящего таковой для вакци-

ны Engerix-B™, что может свидетельствовать 

о преимуществе вакцин, содержащих все три 

антигенные детерминанты оболочки ВГВ. Это 

может сыграть решающую роль в клинической 

практике, например, при экстренной профи-

лактике ГВ или при использовании у иммуно-

компроментированных пациентов.

Рисунок. Динамика изменения средних геометрических значений концентрации HBsAb

Figure. Dynamics of HBsAb concentration geometric mean values changes
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ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К АНТИБИОТИКАМ 

ШТАММОВ KLEBSIELLA PNEUMONIAE, 

ВЫДЕЛЕННЫХ В МНОГОПРОФИЛЬНОМ 

СТАЦИОНАРЕ
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Резюме. В статье представлены результаты оценки чувствительности к 16 антимикробным препаратам 421 штам-

ма Klebsiella pneumoniae, выделенных в 2015 г. из различного материала пациентов многопрофильного стацио-

нара с нозокомиальными гнойно-септическими инфекциями. Большая часть штаммов была нечувствительна 

к комбинациям ампициллин/клавуланат (91,4%), тикарциллин/клавуланат (81,9%) и пиперациллин/тазобактам 

(69,4%), а также к фторхинолонам (83,6%), цефалоспоринам III и IV поколения (79,8%) и гентамицину (72,9%), 

треть культур (34,2%) проявляла нечувствительность к амикацину. Выявлен высокий удельный вес штаммов 

K. pneumoniae, нечувствительных к карбапенемам (53,0% — к эртапенему, 42,8% — к меропенему и 37,1% — к ими-

пенему), а также культур с ассоциированной резистентностью к АМП разных групп — цефалоспоринам, ами-

ногликозидам и фторхинолонам, который составил более половины от общего числа штаммов (57,7%), включая 

44,2% культур, устойчивых еще и к карбапенемам. Наибольшую активность в отношении K. pneumoniae проявля-

ли фосфомицин (8,5% устойчивых культур) и тигециклин, при этом все нечувствительные к последнему штаммы 

(7,4%) относились к категории микроорганизмов с промежуточной устойчивостью, минимальная подавляющая 

концентрация тигециклина составила для них 2 мкг/мл. Выявлено большое разнообразие спектров антибиоти-

корезистентности K. pneumoniae с высоким удельным весом штаммов с фенотипом множественной устойчивос-

ти (87,2%). Резистентность к карбапенемам у клебсиелл в многопрофильном стационаре была детерминирована 

либо геном blaOXA-48 (59,3% устойчивых к карбапенемам изолятов), либо геном blaNDM-1 (40,7% резистентных к кар-

бапенемам клебсиелл).

Ключевые слова: Klebsiella pneumonia, антимикробные препараты, антибиотикорезистентность, карбапенемазы, 

многопрофильный стационар, нозокомиальные инфекции.

SUSCEPTIBILITY TO ANTIBIOTICS IN KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAINS ISOLATED 
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Abstract. Susceptibility to 16 antimicrobial agents in 421 Klebsiella pneumoniae strains, isolated in a multidisciplinary medical 

centre from patients with nosocomial infections in 2015, was tested. The majority of studied strains were resistant to antibiotics: 

ampicillin/clavulanic acid (91.4%), ticarcillin/clavlanic acid (81.9%), piperacillin/tazobactam (69.4%), fluorochinolones (83.6%), 
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III and IV generation of cephalosporines (79.8%), gentamycin (72.9%); one third (34.2%) demonstrated resistance to amikacin. 

K. pneumoniae strains demonstrated high level of carbapenem resistance (53.0% — to ertapenem, 42.8% — to meropenem and 

37.1% — to imipenem), associated resistance to at least 3 different classes of antibiotics — caphalosporins, aminoglycozides, 

fluorochinolones, that amounted to more than half of the strains (57.7%), including 44.2% of the strains, additionally resistant 

to carbapenems. The lowest level of resistance was found to fosfomycin (8.5%) and tigecycline (7.4%), resistant cultures showed 

intermediate resistance with MIC 2 μg/ml to the latter. High diversity of antimicrobial resistance spectra was found, with high 

level of multidrug resistant strains (87.2%). Resistance to carapenems in K. pneumoniae isolated in the multidisciplinary medical 

center was determined by either blaOXA-48 (59.3% of isolates, resistant to carbapenems) or blaNDM-1 (40.7%).

Key words: Klebsiella pneumonia, antibiotics, resistance to antibiotics, carbapenemases, multidisciplinary medical centre, nosocomial infection.

Введение

В последние десятилетия в структуре возбу-

дителей инфекционных заболеваний произош-

ли значительные изменения. Помимо открытия 

новых инфекционных агентов, в инфекционной 

патологии значительно увеличилась роль ши-

роко известных микроорганизмов, появилось 

понятие «оппортунистические инфекции», ко-

торые возникают на фоне иммунодефицит-

ных состояний и вызываются преимуществен-

но условно-патогенными микробами (УПМ). 

Развитию таких инфекций способствуют опе-

ративные вмешательства, применение антими-

кробных препаратов (АМП), особенно широко-

го спектра действия, используемые в медицин-

ской практике искусственные протезы, сосуды, 

суставы и др., которые представляют отличную 

среду для колонизации УПМ и образования ими 

биопленок [8]. Идеальные для таких микробов 

условия создаются в медицинских учреждениях, 

прежде всего стационарах, особенно многопро-

фильных, что приводит к селекции и распростра-

нению нозокомиальных штаммов определенной 

видовой принадлежности и доминирующих 

спектров устойчивости к АМП. Такие штаммы 

приобретают способность не только выживать, 

но и размножаться в растворах дезинфектантов 

и антисептиков, не утрачивая при этом гены 

антибиотикорезистентности [5]. Наиболее ак-

туальными возбудителями внутрибольничных 

инфекций в большинстве стационаров являются 

энтеробактерии, преимущественно Escherichia 
coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp. [2, 

4, 6, 9], для которых характерно выраженное раз-

нообразие генов и механизмов резистентности. 

Плазмидная локализация генов, кодирующих 

синтез бета-лактамаз расширенного спектра 

действия (БЛРС) обеспечивает быстрое распро-

странение устойчивости к цефалоспоринам как 

среди патогенных [7], так и условно-патогенных 

энтеробактерий [2, 5, 6], в результате чего эффек-

тивность препаратов этой группы значительно 

снижается. Так, в 2015 г. в странах Европы сре-

ди устойчивых к бета-лактамным антибиотикам 

штаммов Klebsiella pneumoniae продуценты БЛРС 

составляли 85,3% [11]. В то же время все чаще 

выявляются штаммы энтеробактерий, прежде 

всего K. pneumoniae, резистентные еще и к кар-

бапенемам за счет продукции ими карбапенемаз 

NDM, KPC, ОХА-48 и VIM типов [1, 10]. Такие 

культуры часто характеризуются ассоциирован-

ной устойчивостью к АМП других групп, со-

ставляя в отдельных стационарах до 30% выде-

ленных штаммов [6, 10]. Клебсиеллы чаще всего 

вызывают инфекции, связанные с оказанием 

медицинской помощи, прежде всего поражения 

мочевыделительной системы, респираторного 

тракта и кровотока [11].

Учитывая высокий уровень резистентности 

клебсиелл к антимикробным препаратам раз-

ного механизма действия и ее выраженную ва-

риабельность в зависимости от региона и даже 

стационара, очень важным представляется изу-

чение антибиотикорезистентности этих микро-

организмов, особенно циркулирующих в много-

профильных стационарах [9], что и явилось це-

лью нашего исследования.

Материалы и методы

В 2015 г. в многопрофильном стационаре 

г. Санкт-Петербурга из мочевыделительной си-

стемы (моча, мочевые катетеры), респираторно-

го тракта (мокрота, жидкость бронхо-альвео-

лярного лаважа, катетеры из трахеи, промывные 

воды бронхов), а также крови и центральных 

венозных катетеров (ЦВК) больных с нозоко-

миальными гнойно-септическими инфекция-

ми (ГСИ) был выделен 421 штамм K. pneumoniae. 

Культуры, выделенные из мочевыделительного 

тракта (МТ), составили 39,2% выделенных куль-

тур, из респираторного тракта (РТ) — 32,3%, 

из крови и катетеров — 28,5%.

Идентификация этиологически значимых 

микроорганизмов осуществлялась фенотипи-

чески и по последовательности первых 500 пар 

нуклеотидов гена 16S РНК [4]. Определение чув-

ствительности выделенных чистых культур энте-

робактерий к АМП проводилось методом серий-

ных разведений в агаре Мюллера–Хинтон с диа-

пазоном концентраций от 0,06 до 128 мкг/мл [11].

Была определена чувствительность всех 

штаммов к 16 антибактериальным препаратам: 

цефотаксиму (Ctx), цефепиму (Cpm), цефтази-

диму (Czd), цефтриаксону (Cta), комбинациям 

амоксициллин/клавуланат (Am/cl), пиперацил-

лин/тазобактам (Pip/tb) и тикарциллин/клаву-

ланат (Tik/cl), ципрофлоксацину (Cip), моксиф-

локсацину (Mox), имипенему (Im), меропене-
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му (Mer), эртапенему (Ert), гентамицину (Gm), 

амикацину (Ak), фосфомицину (Fm) и тигеци-

клину (Tg). Были использованы референтные 

штаммы E. coli АТСС 25922, E. coli АТСС 35218. 

Определение категорий чувствительности на ос-

новании полученных МИК проводили в соот-

ветствии с рекомендациями European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing (2013) [12].

Для определения присутствия генов рези-

стентности к карбапенемам в изучаемых штам-

мах применяли ПЦР с последующим секвениро-

ванием продукта амплификации для выявления 

и типирования генов, кодирующих выработку 

карбапенемаз, как было описано ранее [1].

Результаты и обсуждение

Проведенный анализ чувствительности клеб-

сиелл, выделенных в стационаре, к антимикроб-

ным препаратам, показал высокий уровень их 

антибиотикорезистентности. Большая часть из-

ученных культур (92,9%) оказались устойчивы 

хотя бы к одному антибактериальному препара-

ту, наиболее высоким был удельный вес таких 

штаммов среди изолятов, выделенных из крови 

(97,5%), несколько ниже он был в моче (93,3%) 

и респираторном тракте (88,2%). Ингибитор-

защищенные бета-лактамы не обладали высо-

кой активностью в отношении клебсиелл (рис.), 

большая часть штаммов была нечувствительна 

к комбинациям ампициллин/клавуланат (91,4%) 

и тикарциллин/клавуланат (81,9%), несколько 

меньшим был удельный вес культур, резистент-

ных к комбинации пиперациллин/тазобактам 

(69,4%). Активность фторхинолонов также была 

невысока — к ципрофлоксацину и моксифлок-

сацину оказались нечувствительны 83,6% из-

ученных культур. Аналогичные данные получе-

ны в исследовании МАРАФОН — в 2013–2014 гг. 

к амоксициллин/клавуланату в стационарах 

России были резистентны 90,0% нозокомиаль-

ных изолятов K. pneumoniae, к комбинации ти-

карциллин/клавуланат — 92,7%, к пиперацил-

лин/тазобактаму — 59,3%, к ципрофлоксацину 

оказались нечувствительными 82,6% изученных 

штаммов [9]. Устойчивость клебсиелл к фторхи-

нолонам в Европе в 2015 г. была ниже и состави-

ла в разных странах от 2,9% в Исландии до 70% 

в Словакии [11].

Более двух третей культур в проведенном 

исследовании проявляли нечувствительность 

к гентамицину (72,9%), в 2 раза меньшей была 

доля штаммов, устойчивых к амикацину (34,2%). 

Доля культур, нечувствительных к амикаци-

ну, была в 3 раза больше среди изолятов из МТ 

(47,9%), чем из РТ (16,2%). В исследовании 

МАРАФОН в 2013–2014 гг. в стационарах России 

удельный вес нечувствительных к гентамици-

ну культур составил 59,2%, к амикацину он был 

значительно ниже — 18,2% [9]. Такая же карти-

на наблюдалась в Европе — к аминогликозидам 

были устойчивы от 0% штаммов в Исландии 

до 66,5% в Болгарии [11].

В многопрофильном стационаре был выяв-

лен высокий удельный вес нечувствительных 

к цефалоспоринам III и IV поколения культур 

(79,8%), при этом такие штаммы чаще выделя-

лись из МТ (89,7%), чем из крови (78,8%) и РТ 

(68,4%). Полученные нами данные коррелируют 

с данными по устойчивости клебсиелл к цефало-

споринам в других лечебных учреждениях Санкт-

Петербурга и других городов России. Так, среди 

536 штаммов K. pneumoniae, выделенных в 7 ста-

ционарах Санкт-Петербурга в 2012 г., удельный 

вес штаммов, устойчивых к цефалоспоринам, со-

ставил 66,7% и колебался в различных больницах 

от 25,4 до 88,4% [2]. В исследовании МАРАФОН 

в стационарах России в 2013–2014 гг. среди 813 

штаммов K. pneumoniae устойчивость к цефало-

споринам III–IV поколения выявлена более чем 

у 90% изолятов [9]. В странах Европы удельный 

вес таких культур значительно варьировал в за-

висимости от их географического расположе-

ния — от 0% в Исландии до 75,0% в Болгарии, при 

этом доля антибиотикорезистентных штаммов 

была гораздо выше в южных и восточных, чем 

Рисунок. Устойчивость K. pneumoniae к антимикробным препаратам

Figure. Antimicrobial resistance in K. pneumoniae
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в северных странах [11]. Как известно, основным 

механизмом устойчивости к цефалоспоринам 

у энтеробактерий является продукция бета-лак-

тамаз расширенного спектра действия (БЛРС), 

при этом гены, их кодирующие, часто локали-

зуются на плазмидах и распространяются среди 

микроорганизмов. K. pneumoniae является наи-

более активным среди энтеробактерий коллек-

тором генов и плазмид резистентности [13, 15], 

что, наряду с выраженной способностью микро-

организмов этого вида к колонизации [15], по-

зволило ей стать актуальным возбудителем но-

зокомиальных инфекций еще с 70-х гг. прошлого 

столетия. Первыми появились плазмиды, коди-

рующие устойчивость к аминогликозидам, за-

тем плазмиды, детерминирующие синтез БЛРС, 

часто совместно с резистентностью к другим 

АМП. Параллельно происходило накопление 

хромосомных мутаций, кодирующих устойчи-

вость к фторхинолонам, а уже с 2000 г. появились 

и стали быстро распространяться полирези-

стентные штаммы K. pneumoniae с устойчивостью 

еще и к карбапенемам за счет продукции плаз-

мидных карбапенемаз.

Широкое распространение среди клебсиелл 

штаммов, устойчивых к цефалоспоринам, при-

вело к увеличению частоты применения для 

стартовой эмпирической терапии вызываемых 

этими микроорганизмами инфекций карбапе-

немов. Еще недавно в мире удельный вес устой-

чивых к карбапенемам энтеробактерий оставал-

ся невысоким. Так, 2011 г. в 28 странах Европы он 

составлял не более 1,8% [11]. До 2011 г. считалось, 

что в России, в том числе и в Санкт-Петербурге, 

резистентность энтеробактерий к этой группе 

препаратов практически отсутствует. Однако 

в 2012 г. были опубликованы сообщения о вы-

явлении у K. pneumoniae карбапенемаз VIM-4 

в Москве и OXA-48 в Смоленске [14], NDM-1 

в Санкт-Петербурге в многопрофильном стацио-

наре, в котором проводилось данное исследова-

ние [1]. Удельный вес карбапенемрезистентных 

культур тогда был невысок. Так, в 2011–2012 гг. 

в данном стационаре только 6,0% энтеробакте-

рий проявляли нечувствительность к эртапене-

му, 2% — к меропенему и 0,3% — к имипенему 

[5]. В данном исследовании в 2015 г. уже более 

половины изученных культур клебсиелл (53,0%) 

оказались нечувствительными к эртапенему, 

42,8% — к меропенему и 37,1% — к имипенему, 

то есть всего за 3 года в условиях использова-

ния карбапенемов удельный вес карбапенемре-

зистентных штаммов в стационаре увеличился 

многократно. В исследовании МАРАФОН в ста-

ционарах 10 городов России в 2013–14 гг. доля 

культур K. pneumoniae, нечувствительных к кар-

бапенемам, составила 31,1% изученных изолятов 

[9], при этом Санкт-Петербург был оценен как 

наиболее неблагоприятный по эпидемиологи-

ческой обстановке город, так как в нем были вы-

явлены карбапенемазы всех 4 групп [10]. В стра-

нах Европы в 2015 г. частота выделения карба-

пенемустойчивых культур колебалась от 0% 

в Исландии до 61,9% в Греции [11].

Определение детерминант резистентности 

к карбапенемам показало, что среди клебсиелл, 

циркулирующих в многопрофильном стациона-

ре, преобладал ген blaOXA-48, выявленный у 59,3% 

резистентных к карбапенемам изолятов. Вторым 

по частоте встречаемости оказался ген blaNDM-1 

(40,7%), который впервые в России был выде-

лен из резистентного к карбапенемам штамма 

K. pneumoniae в 2012 г. в Санкт-Петербурге [1]. 

Не было выявлено культур, несущих одновре-

менно два гена, детерминирующих устойчи-

вость к карбапенемам.

Безусловный интерес представляет ассоции-

рованная устойчивость клебсиелл к АМП раз-

ных групп, которая приводит к формированию 

штаммов с фенотипом множественной (MDR) 

и экстремальной (XDR) резистентности. В на-

шем исследовании более двух третей изученных 

культур обладали ассоциированной резистент-

ностью к цефалоспоринам и фторхинолонам 

(68,2%), реже наблюдалась ассоциированная 

устойчивость к цефалоспоринам и аминогли-

козидам (60,3%). Одновременная устойчивость 

сразу к 3 группам препаратов (цефалоспоринам, 

фторхинолонам и аминогликозидам) в 2015 г. 

являлась наиболее частым фенотипом рези-

стентности K. pneumoniae в Европе и составля-

ла в разных странах от 0% в Исландии до 59,6% 

в Словакии [11]. В данном исследовании удель-

ный вес штаммов, резистентных одновременно 

к цефалоспоринам, фторхинолонам и амино-

гликозидам, составил 57,7% и включал 44,2% 

изолятов, нечувствительных еще и к карбапене-

мам. Все вышесказанное, безусловно, снижает 

эффективность использования данных комби-

наций для терапии инфекций различной лока-

лизации, вызванных клебсиеллами.

Наибольшую активность в отношении 

K. pneumoniae в проведенном исследовании про-

являли фосфомицин (8,5% устойчивых культур) 

и тигециклин (7,4%), при этом все нечувстви-

тельные к последнему препарату культуры от-

носились к группе микроорганизмов с промежу-

точной устойчивостью и характеризовались ми-

нимальной подавляющей концентрацией этого 

препарата, равной 2 мкг/мл. Следует отметить, 

что удельный вес штаммов, нечувствительных 

к тигециклину, был значительно выше среди 

изолятов из РТ (12,5%) и крови (10,0%), чем из МТ 

(1,2%). Низкий удельный вес культур клебсиелл, 

устойчивых к фосфомицину, позволяет исполь-

зовать данный препарат для лечения инфекций 

МТ в данном стационаре. К преимуществам 

фосфомицина можно отнести отсутствие пере-

крестной устойчивости с другими антимикроб-

ными препаратами, редкую плазмидную пере-

дачу генов резистентности (менее 2%), а также 

доказанное предупреждение адгезии возбудите-
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ля к эпителию мочевыводящих путей [3]. В то же 

время в исследовании МАРАФОН [9] выявлен 

больший удельный вес изолятов K. pneumoniae, 

устойчивых к указанным препаратам: доля 

культур, устойчивых к фосфомицину, состави-

ла 43,5%, нечувствительных к тигециклину — 

21,0%, в том числе 11% изолятов с промежуточ-

ной устойчивостью.

Клебсиеллы характеризовались большим 

разнообразием спектров антибиотикорезистент-

ности. Штаммы с фенотипом множественной 

резистентности (MDR устойчивости к АМП, от-

носящихся не менее чем к трем различным кате-

гориям) составили большую часть выделенных 

культур (87,2%), при этом удельный вес таких 

изолятов среди клебсиелл, выделенных из крови 

(90,0%) и МТ (89,7%), был выше, чем из респира-

торного тракта (81,6%).

Таким образом, среди клебсиелл, выделен-

ных из различного материала пациентов много-

профильного стационара с нозокомиальными 

гнойно-септическими инфекциями, превали-

ровали антибиотикорезистентные культуры 

с высоким удельным весом полирезистентных 

штаммов (87,2%). Уровень устойчивости к от-

дельным АМП в стационаре был сопоста-

вим с таковым в южных и восточных странах 

Европы, где удельный вес резистентных к боль-

шинству АМП был значительно выше, чем в се-

верных странах [11]. Подавляющее большинство 

культур проявляли нечувствительность к цефа-

лоспоринам III–IV поколения, ингибиторзащи-

щенным бета-лактамам, фторхинолонам и ген-

тамицину, что не позволяет рекомендовать ши-

рокое применение АМП перечисленных групп 

в данном стационаре. Выявлен высокий удель-

ный вес штаммов K. pneumoniae, нечувствитель-

ных к карбапенемам (53,0%), при этом доля та-

ких изолятов за 3 года увеличилась почти в 9 раз 

(с 6,0%). Устойчивость к карбапенемам у клебси-

елл была детерминирована геном blaOXA-48 (59,3% 

резистентных к карбапенемам изолятов), либо 

геном blaNDM-1 (40,7% устойчивых к карбапене-

мам клебсиелл).

Распространение карбапенемрезистентных 

культур в стационаре свидетельствует о значи-

тельном снижении эффективности препаратов 

этой группы в отношении заболеваний, вызыва-

емых клебсиеллами, и необходимости ограниче-

ния их неоправданного применения. Вызывает 

тревогу также высокий удельный вес культур 

с ассоциированной резистентностью к АМП 

разных групп — цефалоспоринам, аминоглико-

зидам и фторхинолонам, который составил бо-

лее половины от общего числа штаммов (57,7%), 

включая 44,2% культур, устойчивых еще и к кар-

бапенемам. Наибольшую активность в отноше-

нии K. pneumoniae проявляли фосфомицин (8,5% 

нечувствительных культур) и тигециклин (7,4%). 

Так как все нечувствительные к последнему изо-

ляты относились к группе микроорганизмов 

с промежуточной резистентностью, в данном 

стационаре в связи с распространением карба-

пенемрезистентных штаммов тигециклин мо-

жет считаться препаратом выбора для лечения 

инфекций, вызываемых клебсиеллами, однако 

можно прогнозировать в скором времени появ-

ление и распространение резистентных к нему 

культур. Вариабельность устойчивости клебси-

елл к антимикробным препаратам и появление 

опасных для распространения генов резистент-

ности штаммов подтверждает необходимость 

проведения постоянного мониторинга анти-

биотикорезистентности возбудителей нозоко-

миальных инфекций с анализом механизмов их 

устойчивости.
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ОПТИМИЗАЦИЯ МЕТОДА ПОЛУЧЕНИЯ 

ПЕСТИНА ПП И ИЗУЧЕНИЕ ЕГО 

СПЕЦИФИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ IN VITRO

С.Е. Гостищева, Н.В. Абзаева, Д.А. Ковалев, Д.Г. Пономаренко, Ю.В. Сирица, 

Е.Л. Ракитина, Е.Н. Афанасьев, М.В. Костюченко

ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора, г. Ставрополь, Россия

Резюме. Формирование иммунитета против инфекционных заболеваний сопровождается иммуноаллергичес-

кой перестройкой организма, при этом интенсивность аллергической реакции ассоциирована с наличием 

специфического иммунитета. Для определения интенсивности сенсибилизации организма часто применя-

ют накожное аллерготестирование. При определении иммунитета у вакцинированных против чумы ранее 

в качестве аллергена предлагался пестин ПП — полипептидно-полисахаридный комплекс чумного микроба. 

Авторами оптимизирована методика получения препарата пестина с сохранением его химического состава, 

высокой специфичности и аллергенной активности. Известно, что недостатком аллергопроб in vivo являет-

ся высокий риск формирования побочных реакций. Предложен метод оценки адаптивного противочумного 

иммунитета с аллергеном пестином в антигенспецифических клеточных тестах in vitro. Получение аллерге-

на по модифицированной методике осуществляли путем гидролиза биомассы вакцинного штамма чумного 

микроба Yersinia pestis EV линии НИИЭГ с последующим фильтрованием и лиофилизацией осадка. В полу-

ченном препарате определяли рН и концентрацию белка. Для проверки специфичности образцы подвергали 

спектрофотометрическому и хроматографическому анализу. Для оценки специфической активности исполь-

зовали образцы крови 17 человек, иммунизированных вакциной чумной живой из штамма Yersinia pestis EV 

линии НИИЭГ по эпидемическим показаниям. В качестве сравнительного контроля использовали стериль-

ный изотонический раствор натрия хлорида. Контингент обследовали до вакцинации, на 7, 21 сутки и через 

3 месяца после иммунизации путем оценки интенсивности экспрессии базофилами CD63. Биохимический 

анализ полученного по модифицированной методике пестина и производных позволил судить о качествен-

ном составе, показать отсутствие примесей белковой природы, а так же определить углеводный профиль. Ис-

пользование препарата в качестве аллергена для оценки формирования противочумного иммунитета у вак-

цинированного контингента подтвердило его специфичность. Полученные данные показали возможность 

и перспективу использования пестина ПП в качестве тест-аллергена для постановки реакции активации ба-

зофилов in vitro.

Ключевые слова: аллерген пестин ПП, противочумный иммунитет, вакцинация, спектрофотометрия, проточная 

цитофлуориметрия, хроматографический анализ.

Адрес для переписки:

Гостищева Светлана Евгеньевна
355035, Россия, г. Ставрополь, ул. Советская, 13–15, 
ФКУЗ Ставропольский противочумный институт 
Роспотребнадзора.
Тел./факс: +7 (8652) 26-20-50 (служебн.).
E-mail: chumnpl@yandex.ru; snipchi@mail.stv.ru

Contacts:

Svetlana E. Gostischeva
355035, Russian Federation, Stavropol, Sovietskya str., 13–15, 
Stavropol Plague Control Research Institute.
Phone/fax: +7 (8652) 26-20-50 (office).
E-mail: chumnpl@yandex.ru; snipchi@mail.stv.ru

Библиографическое описание:

Гостищева С.Е., Абзаева Н.В., Ковалев Д.А., Пономаренко Д.Г., Сирица Ю.В., 
Ракитина Е.Л., Афанасьев Е.Н., Костюченко М.В. Oптимизация метода 
получения пестина ПП и изучение его специфической активности in vitro // 
Инфекция и иммунитет. 2018. Т. 8, № 1. С. 85–90. doi: 10.15789/2220-7619-
2018-1-85-90

Citation:

Gostischeva S.E., Abzaeva N.V., Kovalev D.A., Ponomarenko D.G., Siritsa Yu.V., 
Rakitina E.L., Afanasyev E.N., Kostuchenko M.V. Optimization of the method 
of obtaining pestine PP and studying its specific activity in vitro // Russian 
Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2018, vol. 8, no. 1, 
pp. 85–90. doi: 10.15789/2220-7619-2018-1-85-90

© Гостищева С.Е. и соавт., 2018 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-2018-1-85-90



86

Инфекция и иммунитетС.Е. Гостищева и др.

OPTIMIZATION OF THE METHOD OF OBTAINING PESTINE PP AND STUDYING ITS SPECIFIC 

ACTIVITY IN VITRO

Gostischeva S.E., Abzaeva N.V., Kovalev D.A., Ponomarenko D.G., Siritsa Yu.V., Rakitina E.L., Afanasyev E.N., 

Kostuchenko M.V.

Stavropol Plague Control Research Institute, Stavropol, Russian Federation

Abstract. The formation of immunity against infectious diseases is accompanied by an immunoallergic alteration of the 

organism, while the intensity of the allergic reaction is associated with the presence of specific immunity. Skin allergot-

esting is often used to determine the intensity of sensitization of the body. When determining the immunity of vaccines 

against the plague, previously an allergen was suggested as a pestin PP — a polypeptide polysaccharide complex of a plague 

microbe. The authors optimized the technique for obtaining the preparation of pestin with preservation of its chemical 

composition, high specificity and allergenic activity. It is known that a lack of allergic test in vivo is a high risk of formation 

of adverse reactions. A method for estimating adaptive antiplague immunity with the allergen pestin in antigen-specific 

cellular tests in vitro is proposed. The preparation of the allergen by a modified procedure was carried out by hydrolysis 

of the biomass of the vaccine strain of the plague microbe Yersinia pestis EV of the NIIEG line, followed by filtration and 

lyophilization of the precipitate. In the preparation obtained, the pH and the protein concentration were determined. 

To check the specificity, the samples were subjected to spectrophotometric and chromatographic analysis. To assess spe-

cific activity, blood samples of 17 people immunized with the plague live vaccine from the Yersinia pestis EV strain of the 

NIIEG line were used for epidemic indications. As a comparative control, a sterile isotonic sodium chloride solution 

was used. The contingent was examined before vaccination on days 7, 21 and 3 months after immunization by evaluating 

the expression intensity of basophils CD63. Biochemical analysis of the obtained by the modified procedure of the pes-

tin and derivatives allowed to judge the qualitative composition, to show the absence of impurities of the protein nature, 

as well as to determine the carbohydrate profile. The use of the drug as an allergen to assess the formation of antiplague 

immunity in the vaccinated contingent confirmed its specificity. The obtained data showed the possibility and prospect 

of using the Pestin PP as a test allergen for the establishment of the reaction of activation of basophils in vitro.

Key words: allergen pestine PP, аntiplague immunity, vaccination, spectrophotometry, flow cytometry, chromatographic analysis.

Формирование постинфекционного и по-

ствакцинального иммунитета против бактери-

альных инфекций сопровождается иммуноал-

лергической перестройкой организма. При этом 

интенсивность аллергической реакции на ан-

тиген ассоциирована с наличием и напряжен-

ностью специфического иммунитета [2].

Для определения интенсивности сенсиби-

лизации организма при инфицировании и по-

сле иммунизации часто применяют накожное 

аллерготестирование с использованием бак-

териальных аллергенов (проба Манту, Бюрне, 

с тулярином, антраксин-кожный тест и др.).

Совершенствование аллергодиагностичес-

ких препаратов для чумного микроба шло 

от корпускулярных бактерийных аллергенов 

к очищенным его фракциям. Для постановки 

внутрикожной пробы при определении имму-

ноаллергической перестройки организма в от-

вет на введение вакцины против чумы ранее 

использовали корпускулярный аллерген и экс-

тракт убитой культуры — пестин безмикробный 

[2]. В 70-е гг. XX в. был предложен к использо-

ванию пестин ПП — одна из фракций чумного 

микроба, высокоактивный и специфичный ал-

лерген для определения иммунитета у вакци-

нированных против чумы [3].

Анализ имеющихся данных по применению 

пестина в кожно-аллергических тестах для 

оценки иммунитета к чуме после вакцинации 

указывает на его эффективность с позиции до-

статочно высокой специфичности реакции. 

При этом авторы отмечают, что основной недо-

статок применения аллергена пестина in vivo — 

высокий риск формирования побочных ре-

акций на инокуляцию антигена (ухудшение 

общего состояния, развитие некроза на месте 

введения аллергена и т. д.).

Таким образом, исследователями доказано, 

что применение пестина для постановки кож-

но-аллергической реакции позволяет выявлять 

специфическую сенсибилизацию к возбудите-

лю чумы, а так же может служить объективным 

показателем развития клеточного иммунитета 

и устойчивости организма к инфекции [2, 4, 5].

Известно, что кожная реакция на аллерген 

in vivo реализуется преимущественно за счет ан-

тигенспецифических Th1-клеток (CD4 Т-кле-

ток воспаления), факторов и медиаторов воспа-

ления (цитокины), отражая активность клеточ-

ного иммунитета к инфекции. Авторами был 

предложен метод оценки адаптивного противо-

чумного иммунитета в антигенспецифических 

клеточных тестах in vitro с аллергеном пестином.

Разработанная и предложенная Таранен-

ко Т.М. (1967) методика получения пестина ПП, 

предполагающая кислотный гидролиз кле-

ток вакцинного штамма Yersinia pestis EV с по-

следующим двукратным осаждением спиртом 

и высушиванием полученного осадка в вакуум-

экси каторе над хлористым кальцием, достаточ-

но сложна и, по-нашему мнению, требует со-
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вершенствования с позиции сокращения вре-

мени и оптимизации (упрощения) процедуры 

получения аллергена.

Цель исследований — оптимизировать метод 

получения бактериального аллергена пестина 

ПП и подтвердить его специфичность биохи-

мическими методами и тестами in vitro.

Материалы и методы

Для получения бактериального аллергена 

пестина ПП использовали вакцинный штамм 

Yersinia pestis EV линии НИИЭГ.

Спектрофотометрию водного раствора пес ти-

на и его гидролизата осуществляли на спектро-

фотометре NanoDrop 2000С (Thermo Scien tific, 

США). В качестве раствора сравнения использо-

вали воду I типа (сопротивление 18,2 МОм/см). 

Анализ образцов проводили в диапазоне от 180 

до 800 нм.

Хроматографический анализ проводили 

на высокоэффективном жидкостном хромато-

графе Ultimate 3000 (Dionex Corp., США) с флуо-

ресцентным детектором FLD-3100. Во всех 

экспериментах применялась колонка Reprosil-

PurC18-Aq длиной 250 мм и внутренним диаме-

тром 4,6 мм, размер частиц 5 мкм, и предколонка 

Acclaim® 120 C18 длиной 10 мм и внутренним диа-

метром 2 мм, размер частиц 5 мкм. Элюирование 

осуществляли в градиентном режиме с при-

менением двух подвижных фаз. Фаза А — 0,1 M 

ацетат аммония в воде рН 6,8, фаза В — ацето-

нитрил. Градиент: 0–1 мин — 85% А; 1–8 мин — 

85–60% А; 8–11 мин — 60% А; 11–12 мин — 60–

85% А; 12–15 мин — 85% А. Скорость потока 

1,0 мл/мин, объем вводимого образца 5 мкл, 

температура колонки 30°С. Детекцию вели 

при длине волны возбуждения и эмиссии 336 

и 530 нм соответственно. Формирование и ана-

лиз хроматограмм осуществляли в программе 

Chromeleon v. 6.80 (Dionex Corp.). Концентрацию 

белков и нуклеиновых кислот в образце пестина 

определяли с помощью специфической флуо-

ресценции на предварительно откалиброванном 

флуориметре Qubit 2.0 (Life Technologies, США). 

В работе использовали наборы для определения 

концентрации белка Quant-iT™ Protein assay kit 

100 реакций (Invitrogen, США), наборы для опре-

деления концентрации ДНК Quant-iT dsDNA 

BR assay kit 100 реакций (Invitrogen, США), ана-

лиз проводили в соответствии с инструкцией 

производителя.

Для оценки специфичности и специфичес-

кой активности полученного пестина ПП, про-

водили аллергологическое обследование 17 че-

ловек, иммунизированных вакциной чумной 

живой из штамма Yersinia pestis EV линии НИИЭГ 

по эпидемическим показаниям. В качестве срав-

нительного контроля антигена использовали 

стерильный изотонический раствор натрия хло-

рида. Контингент обследовали до вакцинации, 

на 7, 21 сут и через 3 месяца после иммунизации. 

Специфическую активность аллергена учиты-

вали в реакции активации базофилов in vitro 

с применением наборов «FlowCAST®» (Buhlmann 

Laboratories, Швейцария) согласно описанной 

авторами методике [6]. Цитометрические иссле-

дования проводили с использованием проточно-

го цитофлуориметра FACS Calibur (BD, США).

Статистическую обработку полученных 

данных проводили в программе Statistica 6.0. 

Для выявления статистической значимости 

различий результатов использовали t-критерий 

Стьюдента. Различия считались достоверными 

при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

Для получения аллергена пестина ПП по мо-

дифицированной методике, выращенную в те-

чение 48 ч бактериальную массу Yersinia pestis EV 

подвергали гидролизу 0,1 N уксусной кислотой 

в течение 3 ч на кипящей водяной бане с обрат-

ным холодильником. Затем охлаждали до ком-

натной температуры и помещали на 18–20 ч в хо-

лодильник (4±2)°С на электромагнитную ме-

шалку. Суспензию фильтровали, осадок клеток 

суспендировали в 1% раствора СН3СООН и цен-

трифугировали при 5000–6000 об./мин в тече-

ние 10–15 мин. Супернатант соединяли с филь-

тратом, осадок отбрасывали. Определяли рН 

полученного гидролизата (в пределах 7,4–7,6), 

концентрацию белка (4,5 мг/мл). Суспензию 

разливали в ампулы по 1 мл и лиофилизирова-

ли. Полученный препарат подвергали биохи-

мическому анализу и проверке специфической 

активности в клеточных тестах in vitro.

Гидролиз препарата проводили 2М триф-

торуксусной кислотой при температуре 99°С 

с последующим испарением кислоты при по-

ниженном давлении и температуре 30°С [10]. 

Для дериватизации пестина ПП 9 мкл 1% рас-

твора дансилгидразина в этаноле смешивали 

с 1 мкл 10 мМ фосфатно-солевого буфера рН 7,4 

и 10 мкл 10 мМ раствора моно-/олигосахарида 

или гидролизата и выдерживали при 65°С в те-

чение 20 мин [8, 9].

При исследовании спектрофотометричес ким 

методом для интактного и гидролизированно-

го раствора пестина были получены характе-

ристичные спектры поглощения, которые для 

растворов пестина содержали два пика погло-

щения при 230 и 242 нм и локальный минимум 

при 232–238 нм. В свою очередь у гидролизатов 

присутствовали пики 230 нм и широкая поло-

са поглощения 260–310 нм с максимумами 273 

и 296 нм, что по нашему мнению связано с на-

личием R-полосы карбонильной группы.
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Принимая во внимание особенности спект-

ров поглощения отдельных классов органичес-

ких соединений и оценивая соотношения по-

глощений, при 260/280 нм и 260/230 нм можно 

судить о присутствии в препарате примесей 

нуклеиновых кислот и белков. Значения этих 

соотношений для интактного пестина ПП со-

ставили 1,02±0,002 и 1,13±0,005, для гидроли-

зованного раствора — 0,83±0,003 и 1,01±0,003, 

что свидетельствует о высокой степени очистки 

препарата от примесных нуклеиновых кислот 

и белков. Дополнительно для подтверждения 

чистоты получаемого пестина ПП была про-

ведена флуометрия образца, которая показала 

низкое содержание белков 0,112±0,02 нг/мкл 

и нуклеиновых кислот 1,67±0,02 нг/мкл.

Качественный состав исходного препарата 

оценивали с помощью ВЭЖХ с флуоресцент-

ной меткой. В соответствии с данными о моно-

мерном составе пестина ПП были получены 

хроматограммы интактного пестина, содер-

жащие основной пик с временем удерживания 

8,77±0,13 мин и гидролизата пестина с пиком 

глюкозы (время удерживания 9,29±0,15 мин), 

а также пиками с большим удерживанием 

(12,66±0,1 и 13,45±0,12 мин), принадлежащими 

Рисунок 1. Фрагмент хроматограммы гидролизованного пестина ПП

Figure 1. The typical chromatogram of hydrolyzed pestin PP

Рисунок 2. Фрагмент хроматограммы интактного пестина ПП

Figure 2. The typical chromatogram of intact pestin PP
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рибозе, глюкозамину (рис. 1). Отсутствие на хро-

матограммах гидролизата пестина пика со вре-

менем удерживания 8,77±0,13 мин связано 

с полным гидролизом полисахаридов, входя-

щих в состав данного пика, на соответствующие 

мономеры. Свободный дансилгидразин элюи-

руется в виде двух пиков с временами удержива-

ния 7,22±0,02 и 11,56±0,05 мин (рис. 2).

Анализ результатов оценки специфично-

сти пестина ПП в аллергологических клеточ-

ных тестах in vitro показал, что до вакцинации 

уровень антигенспецифической активации 

базофилов обследуемых составлял в среднем 

2,12±0,51%, при инкубации с физраствором 

1,74±0,58% (контроль). На 7 сут после иммуни-

зации наблюдали более чем двукратное увели-

чение количества дегранулированных базофи-

лов — количество CD63+ клеток под действием 

аллергена повысилось в среднем до 15,05±1,78%, 

(контроль 1,34±0,28%). Через 21 сут после вак-

цинации против чумы установлено снижение 

значений исследуемого показателя при акти-

вации пестином до 7,45±1,84%, в контроль-

ных пробах 1,52±0,36%. Через 3 месяца после 

иммунизации уровень антигениндуцирован-

ной экспрессии базофилами CD63 находился 

на уровне 5,89±0,89%, контрольные значения 

составили 1,52±0,53% (табл.). Полученные дан-

ные подтверждают специфичность пестина как 

препарата для аллергодиагностики и, как след-

ствие, оценки формирования противочумного 

иммунитета у вакцинированного контингента.

В результате проведенных исследований оп-

тимизирован метод получения бактериального 

аллергена пестина ПП путем гидролиза с по-

следующим фильтрованием и лиофилизаци-

ей осадка, что позволяет получить препарат, 

не уступающий по составу и свойствам ранее 

предложенному.

Биохимический анализ полученного по мо-

дифицированной методике пестина ПП и его 

производных позволил сделать вывод о его ка-

чественном составе, отсутствии примесей бел-

ковой природы, а так же о согласовании угле-

водного профиля с ранее полученными данны-

ми [1, 7]. Используемые в работе методы могут 

найти применение при разработке критериев 

качества получаемого препарата, отклонение 

от которых может говорить о нарушении техно-

логии получения.

Бактериальный аллерген пестин, получен-

ный по модифицированной методике, обладает 

выраженной специфической активностью в ус-

ловиях in vitro, не вызывает неспецифических 

реакций клеток in vitro у людей, неиммунных 

к возбудителю чумы. Полученный препарат 

можно рекомендовать в качестве тест-аллергена 

для постановки реакции активации базофилов 

in vitro при определении степени интенсивнос-

ти специфической сенсибилизации у людей 

перед ревакцинацией против чумы, уровня 

фактичес кой привитости и развития поствак-

цинального иммунитета у иммунизированного 

контингента.

Таблица. Оценка специфичности пестина ПП в аллергологических клеточных тестах in vitro, %

Table. Evaluation of the pestin specificity in PP allergy cellular tests in vitro, %

Сроки обследования

Terms of inspection
Стимулирующий антиген (пестин ПП)

Stimulating antigen (Pestin PP)
Контроль (0,9% раствор NaCl)

Control (0,9% solution of NaCl)
До вакцинации

Before vaccination
2,12±0,51 1,74±0,58

Ч/з 7 сут после вакцинации

7 days after vaccination
15,05±1,78 1,34±0,28

Ч/з 21 сут после вакцинации

21 days after vaccination
7,45±1,84 1,52±0,36

Ч/з 3 мес после вакцинации

3 months after vaccination
5,89±0,89 1,52±0,53
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«УЧИТЕЛЬ! ПЕРЕД ИМЕНЕМ ТВОИМ…» 

(к 120-летию со дня рождения В.И. Иоффе)

Артем А. Тотолян

ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. 14 февраля 2018 г. исполнилось 120 лет со дня рождения замечательного ученого, академика АМН 

СССР, выдающегося иммунолога и микробиолога Владимира Ильича Иоффе — основателя отечественной 

клинической и эпидемиологической иммунологии. Он создал авторитетную научную Школу, предвосхитил 

многие положения инфекционной иммунологии, обосновал и связал воедино теорию, эксперимент и прак-

тическое воплощение задач одновременно трех наук — микробиологии, иммунологии и эпидемиологии, тем 

самым создав благоприятную почву для прорыва в комплексной разработке проблем инфекционной пато-

логии. В.И. Иоффе разработал принципы количественного анализа процессов, создал методологию титра-

ционных тестов для оценки противоинфекционной защищенности или, наоборот, аллергизации организма. 

Работы В.И. Иоффе доказали стрептококковую этиологию скарлатины и ревматизма, задолго до зарубежных 

ученых ввели понятие иммунограммы как комплексной клинико-иммунологической характеристики болез-

ни конкретного больного, отразили многие закономерности развития и проявления болезни. В этих трудах 

приводятся разработанные им сравнительные характеристики экспериментальной, клинической и эпиде-

миологической иммунологии в качестве самостоятельных иммунологических научных направлений, разли-

чающихся по содержанию, задачам и предметам исследования. На огромном массиве экспериментальных, 

клинико-иммунологических и эпидемиологических данных В.И. Иоффе создал такие капитальные труды, 

как, например, монографии «Клиническая и эпидемиологическая иммунология», «Скарлатина», «Коклюш», 

«Иммунология ревматизма», которые до сих пор находятся в сфере внимания исследователей.

Ключевые слова: инфекционная иммунология, дифтерия, скарлатина, ревматизм, общая иммунологическая 

реактивность.

"THE TEACHER! BEFORE YOUR NAME..." (to the 120th anniversary of Vladimir Ilyich Ioffe)
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Abstract. February 14th 2018 —  anniversary of the famous scientist, academician of the USSR Academy of Medical Sci-

ences, great immunologist and microbiologist Vladimir Ilyich Ioffe the founder of the Russian school of clinical and 

epidemiological immunology. He created an authoritative Scientific School, anticipated many concepts of infectious im-

munology, justified and linked together theory, experiment and practical implementation of 3 fields of science: microbio-

logy, immunology and epidemiology thus providing a fertile ground for breakthrough in infectious pathology. Ioffe has 

developed the principles of quantitative analysis of processes, created the methodology of titer tests to evaluate the strength 

of the body's defense system or organism allergization. His works have proved long before foreign scientists that scarlet fe-

ver and rheumatic fever were streptococcal infections, introduced immunogram as clinico-immunological characteristic 

of the patient’s disease, and reflected the patterns of disease development and manifestation. Ioffe’s publications provide 
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comparative characteristics of experimental, clinical and epidemiological immunology as independent immunological 

scientific areas with its own content, aim and subject of research. Based on the wealth of experimental, clinico-immuno-

logical and epidemiological data Ioffe created such fundamental works as “Clinical and Epidemiological Immunology”, 

“Scarlet Fever”, “Whooping Cough”, “Immunology of Rheumatism”, which are still in the researchers’ focus of attention.

Key words: infectious immunology, diphtheria, scarlet fever, rheumatic fever, immunological reactivity.

14 февраля 2018 г. исполнилось 120 лет со дня 

рождения замечательного ученого, академика 

АМН СССР, выдающегося иммунолога и микро-

биолога Владимира Ильича Иоффе. Его труды 

в области инфекционной патологии и иммуно-

логии снискали ему высокий авторитет основа-

теля отечественной клинической и эпидемиоло-

гической иммунологии. В этих областях знаний 

им создана крупная научная школа, успехи ко-

торой одновременно также способствовали рос-

ту научного авторитета Института эксперимен-

тальной медицины (ИЭМ), которому ученый 

отдал большую часть жизни.

Вряд ли кто-либо сомневается в справедли-

вости того, что «большое видится на расстоя-

нии». С годами стал более ощутимым и масштаб 

личности В.И. Иоффе. В истории медицинской 

науки и ее вклада в борьбу за здоровое челове-

чество видное место занимают исследования, 

направленные против инфекционной, и в том 

числе детской, заболеваемости. К числу тех, кто 

целиком посвятил себя этой благородной зада-

че, без сомнений принадлежит и В.И. Иоффе, 

к творчеству которого адресован и этот краткий 

очерк, не претендующий, однако, на исчерпываю-

щий анализ деятельности ученого.

Вклад В.И. Иоффе в учение о детской инфек-

ционной патологии огромен и заслуживает самой 

высокой оценки даже в наши дни. Высокая эру-

диция в области медицинских наук сочеталась 

в нем с преданностью избранному направлению. 

В этом проявилась его глубинная корневая связь 

с традициями российской школы микробиологов 

и иммунологов, ведущей свое начало от такого ги-

ганта науки, каким был С.Н. Виноградский, че-

рез его учеников В.Л. Омелянского и А.А. Влади-

мирова к непосредственному учителю Иоффе — 

О.О. Гартоху. Глубокое уважение к их памяти 

и достижениям вело его всю жизнь.

Их имена стали неотъемлемой частью нау-

ки и истории ИЭМа, которому сам В.И. Иоффе 

посвятил без малого 55 лет жизни. Он начал 

лаборантом, а закончил руководителем круп-

ного Отдела микробиологии и иммунологии, 

оставив богатое научное наследие. Его любовь 

и привязанность к ИЭМу вполне объяснима. Он 

многое сделал для авторитета института как од-

ного из базовых очагов отечественной медицин-

ской науки. В.И. Иоффе гордился его успехами 

и горько переживал нереализованные возмож-

ности и неудачи, как правило, связанные с из-

вращениями в области биологии и павловской 

физиологии. Относясь к науке как к источнику 

нравственного воспитания человека, в 30-е гг. 

он выступил в защиту научного руководителя 

Ленинградского института имени Л. Пастера, 

своего учителя Оскара Гартоха, объявленно-

го «врагом народа». Во время известного «дела 

врачей» он сам вместе со своим отделом в марте 

1953 г. чудом избежал репрессий.

За годы работы в ИЭМе В.И. Иоффе создал 

авторитетную научную школу и подготовил бо-

лее 100 кандидатов и докторов наук. Его учени-

ков можно было встретить в самых разных угол-

ках большой страны и ближнего зарубежья.

Он предвосхитил многие положения ин-

фекционной иммунологии [9]. Для того, чтобы 

подтвердить этот тезис следует в теоретических 

построениях и практических шагах ученого 

вычленить то главное, что создано его большим 

интеллектом, непомерным трудолюбием и при-

родной одаренностью. Он обосновал и связал 

воедино теорию, эксперимент и практическое 

воплощение задач одновременно трех наук — 

микробиологии, иммунологии и эпидемиоло-

гии, тем самым создав благоприятную почву 

для прорыва в комплексной разработке проблем 

инфекционной патологии. Диапазон научных 

интересов В.И. Иоффе был довольно большим 

даже в сравнении с учеными его поколения — 

людьми высокой эрудиции, широкого кругозо-

ра и научной компетентности. Его характери-

зовали оригинальность и четкость мышления, 

скрупулезность в исследованиях и дар научного 

предвидения. Его работу в науке можно отнести 

к тому виду человеческой деятельности, который 

называют служением — он верой и правдой слу-

жил науке.

Он мог на основании одного, казалось бы 

незначительного, частного, факта подняться 

до обобщения в оценке сути того или иного па-

тологического явления. Так, например, в 40–

50-х гг. В.И. Иоффе с сотрудниками описали 

феномен некоего «иммунологического родства» 

бактерий и тканей, в которых эти бактерии раз-

множаются. Феномен был назван «признаком 

состояния микроорганизма». По мере пассажей 

на искусственных средах признак ослабевал 

и «сходил на нет». Природа феномена оставалась 

«в тумане», а через два десятка лет, когда ему по-

казали снимки стрептококка, паразитирующего 

внутриклеточно в человеческом эпителии, он 

воскликнул: «Вот ведь они, признаки состоя-

ния!» — бактерии, вернее их поверхностные 

структуры, на фото были увешаны «обломками» 

цитоплазматического ретикулюма клеток.

Основные труды В.И. Иоффе посвящены за-

кономерностям и особенностям развития ин-
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фекционных процессов и иммунитета при дет-

ских капельных инфекциях: скарлатине и дру-

гой стрептококковой патологии, дифтерии, 

коклюше, кори – они легли в основу разработан-

ных им концептуальных положений по теории 

и практике клинической и эпидемиологической 

иммунологии, а позже и иммунопатологических 

процессов. Изучались не только сами возбудите-

ли и их взаимодействие с системами врожденно-

го и приобретенного иммунитета, но и факторы 

патогенности возбудителей, иммунологически 

активные ферментные системы, протектив-

ность антигенов, роль феномена бактериофагии. 

Постоянно обогащался методический арсенал 

за счет возможностей иммунохимии, иммунолю-

минесценции, электронной микроскопии, а так-

же генетики микроорганизмов. Таков огромный 

исследовательский диапазон В.И. Иоффе, в ко-

тором просматривается внутренняя логическая 

связь между разными направлениями его работ. 

В данной реминисценции невозможно уделить 

всем разделам одинаковое внимание. На одних 

остановимся более, на других менее подробно, 

а некоторые лишь перечислим.

На протяжении многих десятилетий анализ 

инфекционных процессов обычно ограничи-

вался изучением динамики антител к возбуди-

телю и его антигенам в сыворотках больных. 

Задолго до аналогичных зарубежных работ 

В.И. Иоффе доказал возможность изучения ди-

намики микробных антигенов в крови больных. 

Идея, поначалу воспринятая скептически, ока-

залась весьма перспективной и была возведена 

в рациональный принцип «полного серологи-

ческого анализа», основанного на одновремен-

ном выявлении в организме больного динамики 

антигена и антител к нему. Принцип оказался 

весьма полезным как для изучения природы за-

болеваний, так и для оценки микробного очага 

и анализа стадий патологического процесса. 

Клиническая, эпидемиологическая и даже диа-

гностическая ценность такого подхода вряд ли 

может вызвать какие-либо сомнения и в совре-

менных условиях.

К числу наиболее значительных научных успе-

хов В.И. Иоффе несомненно относится созданное 

им учение об общей иммунологической реактив-

ности (ОИР) [6]. По своей сути оно рождено в духе 

лучших традиций отечественной медицины как 

учение о потенциальной иммунологической ре-

активности организма, его способнос ти отвечать 

на любое антигенное воздействие. Верный неиз-

менному стремлению не только качественно, но, 

что особенно важно, и количественно оценивать 

изучаемые иммунологичес кие феномены, он до-

стиг успеха в разработке системы внутрикожных 

тестов на предмет оценки уровня индивидуаль-

ной иммунологической реактивности каждого 

конкретного человека.

Примечательно, что к этой проблеме он об-

ратился во время Великой Отечественной войны 

и блокады Ленинграда, когда изучение реактив-

ности организма в экстремальных условиях стало 

велением времени. В эти годы он работал флаг-

манским эпидемиологом Краснознаменного 

Балтийского флота и воочию наблюдал глубокие 

изменения, которые в условиях осажденного го-

рода происходили в формировании и развитии 

многих заболеваний, в том числе и инфекцион-

ных процессов. Значительные исследования, 

параллельно выполненные на больших группах 

здоровых и больных, позволили четко устано-

вить уровень реактивности отдельных людей 

и даже контингентов. Они выявили резкое сни-

жение иммунологической реактивности у жите-

лей и защитников блокадного города и обосно-

вали проведение избирательных мер профилак-

тики в случаях особого риска. Многими годами 

позже с помощью того же теста на ОИР удавалось 

успешно выявить лиц с разным уровнем реак-

тивности среди рабочих вредных производств 

или членов малых изолированных коллективов 

еще до возникновения у них тех или иных, в том 

числе профессиональных, заболеваний. Тест по-

зволял прогнозировать как течение заболеваний, 

так и развитие осложнений в зависимости от того 

или иного исходного «фона» ОИР у пациента.

Наиболее информативной оказалась оценка 

уровня ОИР в сочетании с оценкой уровня сен-

сибилизации организма к конкретным антиге-

нам. Прогностически наименее благоприятным 

оказалось сочетание низкой ОИР с высоким 

уровнем сенсибилизации, а наиболее благо-
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приятным — высокая ОИР при отсутствии или 

крайне низкой сенсибилизации. Очевидность 

и внутренняя логика этого заключения получи-

ли строгое и количественное доказательство.

Таким образом, В.И. Иоффе смог логично 

расчленить мало что говорящее понятие «общая 

реактивность организма» на компоненты, выде-

лив наиболее весомую составляющую — «общую 

иммунологическую реактивность». При этом 

он ни в коем случае не смешивал «иммуноло-

гическую» реактивность с «физиологической», 

но устанавливал между ними некоторую зависи-

мость, что позволило ему использовать ОИР ши-

роко, отнюдь не ограничиваясь исключительно 

рамками собственно инфекционной патологии.

Тест на ОИР оказал пользу в вопросе выяв-

ления групп риска практически при любой па-

тологии. Показатели ОИР целесообразно было 

использовать для прогнозирования состоя-

ния людей в случаях, которые сегодня относят 

к экологическим бедствиям и которыми зани-

мается иммунология катастроф. Данный кри-

терий во многом отражал зависимость формы, 

тяжести поражения и риска формирования ос-

ложнений от уровня ОИР. В.И. Иоффе устано-

вил водораздел между иммунитетными (то есть 

защитными) реакциями организма и его склон-

ностью к аллергическим и иммунопатологичес-

ким состояниям.

Возрастающий интерес к феномену ОИР стал 

особенно понятен, когда через многие годы пос-

ле В.И. Иоффе были созданы диагностические 

системы для выявления иммунодефицитов 

и для определения иммунологического статуса 

организма. Его труд фактически тем самым по-

лучил новое решение и толкование в терминах 

и функциях иммуно-компетентных клеток кро-

ви. Предложенный им внутрикожный тест, как 

более простой, более доступный и безопасный, 

мог бы оказаться не менее информативным для 

применения в условиях широкого круга меди-

цинских учреждений, тем более что он не имеет 

аналогов в мировой литературе до настоящего 

времени. Приоритет В.И. Иоффе в этом вопро-

се не подлежит сомнению — в год его смерти 

была опубликована монография, посвященная 

теоретическому обоснованию и практическому 

использованию теста на ОИР. Она разошлась 

за считанные недели. История науки знает не-

мало примеров первоначального неприятия 

значительных творений человеческой мысли 

и духа. Можно надеяться, что время исправит их 

взаимоотношения с «общепринятым» мнением, 

ведь, как говорилось выше, «большое видится 

на расстоянии».

Последние 50 лет в науке высоко актуальным 

был вопрос о механизмах лиганд-рецепторного 

взаимодействия. Еще в 60-х гг. по предложению 

В.И. Иоффе он изучался на модели взаимодей-

ствия бактерий и специфических бактериофа-

гов, а также в системе Hfr+ и F– конъюгирую-

щих пар бактерий. Проблема взаимосвязи ли-

ганда и рецептора решалась иммунологически 

не на указанных биологических партнерах, а при 

смешении антисывороток к соответствующим 

лигандным и рецепторным структурам. На пер-

вый взгляд, было показано невозможное — меж-

ду собой реагировали антитела к структурам 

биологических объектов, то есть комплементар-

ными друг другу оказались не только лиганды 

и рецепторы, но и соответствующие им антитела 

[10]. Простота и оригинальность решения воп-

роса и очевидность результата не сразу получили 

признание.

Выше указывалось, что В.И. Иоффе избегал 

описательности в изучаемых им процессах, будь 

то бактериологический, эпидемиологический 

или иммунологический процесс. Постоянно 

стремясь к их количественной характеристике, 

он тем самым избегал проявления субъектив-

ности либо уменьшал риск ее возникновения. 

Большинство принципиальных положений его 

статей и книг базируется на объективных дан-

ных об инфекционных процессах, о динами-

ке микробных очагов, иммунологических по-

казателях и оценках серологических реакций. 

Сегодня это является нормой для большинства 

медико-биологических наук, но в те годы подхо-

ды такого рода были по сути пионерскими. Он 

разработал принципы количественного анали-

за процессов, например для определения ОИР, 

и создал методологию титрационных тестов для 

оценки противоинфекционной защищенности 

или, наоборот, аллергизации организма. Она, 

например, позволила формировать группы вы-

сокого риска развития инфекции, состоящие 

из лиц, подлежащих обязательной вакцинации. 

Кроме того, этот подход вычленял группы лиц, 

резистентных к инфекции и не нуждающихся 
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в прививках вообще. Подобные подходы оправ-

дали себя при изучении ряда детских инфекций 

и, в первую очередь, дифтерии. Сегодня этот 

подход мог бы оказаться полезным, особенно 

для установления эпидемиологически допусти-

мого и оправданного порога «отводов» от приви-

вок против ряда возбудителей инфекций.

В 40–60-е гг. В.И. Иоффе возглавлял Комитет 

по детским капельным инфекциям при орга-

нах здравоохранения Ленинграда, где вместе 

с врачами-практиками разработал систему им-

мунологического мониторинга и рациональной 

иммунизации против дифтерии. Благодаря ей, 

в 1958 г. Ленинград стал первым в стране городом, 

ликвидировавшим дифтерию как эпидемиче-

ское заболевание. Почти 40 лет система тщатель-

но соблюдалась и поэтому защищала население 

от дифтерии. Бесценный опыт обобщен в труде 

«Опыт борьбы с дифтерией в Ленинграде» [8]. 

В нем пророчески зазвучало предупреждение: 

«...Изложенное позволяет считать достигнутое 

положение достаточно стабильным при условии, 

что действие иммунологического фактора, ле-

жащего в основе всего, не будет ослаблено, а со-

хранится на высоком уровне». Девяностые годы 

XX в. ознаменовалось выраженной вспышкой 

заболевания на фоне нарушения этого конт-

рольного принципа за динамикой иммунитета 

населения. В борьбе с новой волной дифтерии, 

прежде чем предлагать новые решения пробле-

мы, следует вернуться к ленинградскому опыту 

борьбы с этой инфекцией, к опыту, творцом ко-

торого был В.И. Иоффе.

На основе многолетнего изучения стрепто-

кокковой инфекции В.И. Иоффе разработал но-

вый постулат, условно отнесенный к практике 

прививочной профилактики [1]. Он допускал 

так называемую «малую иммунизацию» людей, 

которая нередко имеет место в форме естествен-

ного процесса, приводящего в итоге к стимули-

рованию механизмов естественной иммуниза-

ции. При этом иммунитет созревает в результате 

«бытовой» иммунизации, например в организо-

ванных коллективах.

На огромном массиве экспериментальных, 

клинико-иммунологических и эпидемиологи-

ческих данных Иоффе создал такие капи-

тальные труды, как, например, монографии 

«Клиническая и эпидемиологическая имму-

нология» [4], «Скарлатина» [5], «Коклюш» [7], 

«Иммунология ревматизма» [3]. Последняя 

в 1965 г. была удостоена премии АМН СССР 

имени академика Н.Д. Стражеско. Это была 

достойная оценка его заслуг перед ревматоло-

гией. Этот труд и сегодня находится в сфере 

внимания исследователей. Парадоксально, что 

в 1974 г. в АМН не поддержали его выдвижение 

на Ленинскую премию в составе группы сотруд-

ников академии за цикл работ по изучению па-

тогенеза, клиники, диагностики, лечения и про-

филактики ревматических заболеваний.

Работы В.И. Иоффе доказали стрептококко-

вую этиологию скарлатины и ревматизма, задол-

го до зарубежных ученых ввели понятие иммуно-

граммы как комплексной клинико-иммуноло-

гической характеристики болезни конкретного 

больного, отразили многие закономерности раз-

вития и проявления болезни. В этих трудах 

приводятся разработанные им сравнительные 

характеристики экспериментальной, клини-

ческой и эпидемиологической иммунологии 

в качестве самостоятельных иммунологических 

научных направлений, различающихся по со-

держанию, задачам и предметам исследования. 

Согласно его представлениям, первое направ-

ление нацелено на изучение общих и частных 

иммунологических закономерностей, а также 

отдельных иммунологических феноменов в мо-

дельных условиях, второе дает индивидуальную 

иммунологическую характеристику конкретно-

го заболевания человека, между тем как третье 

направлено на выявление иммунологических 

закономерностей эпидемиологического процес-

са в коллективе либо в популяции. Для тех, кто 

знаком с трудами В.И. Иоффе, с его подходом 

к изложению и трактовке материала, становится 

очевидным, что в них нельзя отрывать ученого-

микробиолога от ученого-иммунолога или уче-

ного-эпидемиолога. В его творческой лаборато-

рии присутствовало не одно, а несколько начал, 

переплетенных друг с другом и дополняющих 

друг друга. И во всем этом была, как господству-

ющая, одна доминанта, одна цель: поиск законо-

мерностей патологических процессов. До кон-

ца своих дней он сохранил верность той школе, 

из которой вышел.

С именем Иоффе связано также становле-

ние современного этапа в развитии иммуноло-

гии в стране. Об этом говорит разработанная им 

классификация иммунопатологических про-

цессов, созданная по материалам клинического 

и экспериментального изучения закономернос-

тей формирования этих процессов в соедини-

тельной ткани, нервной и мочевыделительной 

системах. Благодаря этому, возглавляемый им 

отдел в те годы стал признанным лидером в об-

ласти иммунопатологических исследований.

Вера в возможности ИЭМа диктовалась вы-

сокой квалификацией его ученых и универси-

тетским типом его структуры. В.И. Иоффе куль-

тивировал в нем развитие ряда разнонаправ-

ленных междисциплинарных исследований. 

В течение многих лет он вел совместные иссле-

дования с другими отделами: с патологами — 

в области изучения аутоинфекций, патогенеза 

аллергичес ких демиелинизирующих заболева-

ний в центральной и периферической нервной 

системе; с биохимиками — по генезу атероскле-

ротических процессов; с физиологами — в об-

ласти иммуногенеза. Их итоги обобщены в со-

вместных статьях и монографиях, в которых 

большое место отводилось и методологии науки, 
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в частнос ти злободневному и сегодня вопросу 

об адекватности используемых эксперименталь-

ных моделей задачам научных разработок [2]. 

Среди нескольких дипломов, подтверждающих 

приоритет института в актуальных научных от-

крытиях, присутствуют два диплома, получен-

ные за комплексные разработки по физиологии 

иммунитета и иммунологии атеросклероза.

Позиция В.И. Иоффе в вопросах организации 

науки актуальна и сегодня. Он не уставал отме-

чать: «Комплексный характер исследований яв-

ляется cоnditio sine qua non — то eсть обязатель-

ным либо необходимым условием существова-

ния такого многопрофильного НИИ, как ИЭМ». 

Эту мысль он всегда подкреплял делом и страст-

ной влюбленностью в науку. Естественно, что 

В.И. Иоффе считал, что многолетняя история 

института в отечественной науке делает возмож-

ной и целесообразной постановку вопроса о соз-

дании на его базе комплексного в своей основе 

филиала АМН либо Центра экспериментальной 

медицины.

В этой статье хотелось рассказать о В.И. Иоф-

фе — ученом и человеке, каким он раскрывает-

ся сегодня, почти через 40 лет после его смерти. 

В заключение приведем слова, сказанные им 

самим за год до смерти на Ученом совете ИЭМ 

14 февраля 1978 г., когда Институт отмечал его 

80-летие. Они звучат как обращение к новому 

поколению ученых: «Меня застигают на этой не-

деле врасплох, отмечая календарную дату. Надо 

думать, что это относится к тому, что ушед-

шие годы были прожиты небесполезно, и что 

более 50 лет ушли на работу в этом Институте. 

Принято и следует упомянуть добрым словом 

учителей. Воспользуюсь для этого старым изре-

чением: “Многому я научился у своих учителей, 

более того — у товарищей, всего же больше — 

у учеников. И всем им большое спасибо”». Много 

ли сегодня людей, имеющих право на подобные 

высказывания? Он учил и учился одновременно. 

В приведенной фразе была не только дань ис-

креннего уважения к коллегам, но и глубокий 

смысл его жизненного кредо.
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Turenne C.Y., Wallace R., Behr M.A. Mycobacterium avium in the postgenomic era. Clin. Microb. Rev., 2007, vol. 20, no. 2, pp. 205–229.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites D.P., Terr A.I., Parslow T.G. Appletion & 

Lange, 1994, pp. 66–79.

Ссылки на литературные источники в тексте статьи, в рисунках и таблицах обозначаются арабскими циф-

рами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. Не допускаются ссылки на диссертации, авторефераты диссертаций, 

публикации в сборниках, методические документы местного уровня. Количество источников не ограничено. 

В каждой ссылке приводятся все авторы работы. Неопубликованные статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения

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. Весь текст 

на русском языке, содержащийся в таблице, включая единицы измерения, должен быть переведен на ан-

глийский язык; при этом перевод следует помещать в ячейку с соответствующим русским текстом отдельной 

строкой. Название таблицы и текст примечания к ней также должны быть переведены на английский язык 

и приведены под русским текстом с новой строки. Для пометок в таблицах следует использовать одну или 

несколько (*). Пояснения печатаются после соответствующего количества (*) под таблицей. Единицы изме-

рения, при необходимости, включаются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи названия рисунков (графиков, фотографий) и таблиц раз-

мещаются сразу после абзаца, где на них дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются последовательно араб-

скими 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 примеча-

ний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, но доста-

точно информативные. Названия рисунков и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст легенды долж-

ны быть переведены на английский язык и размещены под соответствующим текстом с новой строки. Рисунки 

могут быть представлены в графических форматах с расширением .tif (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 обозначения-

ми 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 напи-

сании диссертации или книги. Воспроизведение всего издания или части любым способом запрещается 

без письменного разрешения издателей. Нарушение закона будет преследоваться в судебном порядке. Ох-

раняется 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»).
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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);

 • 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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Иллюстрация к статье «Сравнительная характеристика развития инфекции вирусом гриппа А 
подтипов Н1, Н5 и Н9 в макрофагах, дифференцированных из моноцитов ТНР-1»  
(авторы: Т.М. Соколова, В.В. Полосков, А.Н. Шувалов, И.А. Руднева, Т.А. Тимофеева, Р.Р. Климова, 
О.В. Масалова, А.А. Кущ) (с. 25–32)

Рисунок 3. Иммуноцитохимическое выявление белка NP вирусов гриппа А в ТНР-РМА Мф методом 
иммунофлюоресценции через 24 ч после заражения
Figure 3. Immunocytochemical detection of NP protein of influenza A viruses in THP-PMA Mf by immunofluorescence 
24 h after infection
Примечания. Окраска мышиными МКА к NP вируса гриппа H1N1. Клетки, отмытые от МКА, инкубировали с антимышиными 
FITC-меченными МКА. Для окраски клеточных ядер использован Hoechst 33258. Окраска NP белка — зеленая,  
ядер — голубая. Увеличение ×200.
Notes. Staining with mouse MAb to NP virus of influenza H1N1. Cells washed from MAb were incubated with anti-mouse FITC-labeled 
MAb. For the visualization of cell nuclei, Hoechst 33258 is used. The color of NP protein is green, the nucleus is blue. Magnification ×200.
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